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Abkürzungsverzeichnis 
5mC   5-Methylcytosin 
A   Adenin 
Abb.   Abbildung 
ALL   Akute lymphatische Leukämie 
AML   Akute myeloische Leukämie 
Aqua dest.  Aqua destillata, destilliertes Wasser 
AZA   5-Azacytidin 
BCL2   B-cell CLL/lymphoma 2 
C   Cytosin 
Chr.   Chromosom 
CLL   Chronische lymphatische Leukämie 
CD38   Cluster of differentiation 38 
CDK   Cyclin-dependent kinase 
CR   komplette Remission 
DAC   5-Aza-2’-deoxycytidin (Decitabine) 
DLBCL   Diffus großzelliges B-Zell-Lymphom 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DNMT  DNA-Methyltransferase 
dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphat 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
FDA   Food and Drug Administration 
G   Guanin 
HAT   Histonacetyltransferase 
HDAC   Histondeacetylase 
Hb   Hämoglobinkonzentration 
IgVH    Immunoglobulin variable heavy chain 
IVD   In vitro-methylierte DNA 
JAK   Janus-Kinase   
kDa   Kilodalton 
KM   Knochenmark 
LDH   Laktatdehydrogenase 
LK   Lymphknoten 
MBL   monoklonale B-Zell-Lymphozytose 
MBP   Methylcytosin-bindende Proteine 
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miRNA  microRNA 
MRD   minimal residual disease 
MSP   Methylierungs-spezifische PCR 
MZL   Mantelzell-Lymphom 
NHL   Non-Hodgkin-Lymphom 
PB   Peripheres Blut 
PBS   phosphate-buffered saline 
PBSZT  PB-Stammzelltransplantation 
PCR   Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 
Rb   Retinoblastom 
RNA   Ribonukleinsäure 
RWTH  Rheinisch-Westfälische Technische Hochschule 
S-Phase  Synthese-Phase 
SAM   S-Adenosyl-Methionin 
SLL   Small lymphocytic lymphoma 
STAT   Signal transducer and activator of transcription 
T   Thymin 
Tab.   Tabelle 
TAE   Tris-Acetat-EDTA 
U   Uracil 
WHO   World Health Organization 
Wnt   wingless-type mouse mammary tumor virus integration site 
ZAP-70  Zeta-chain-associated protein kinase 70 kDa 
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1 Einleitung 
1.1 CLL 
Der Begriff „Weißes Blut“, dessen griechische Bezeichnung „Leukämie“ sich 
durchgesetzt hat, ist dem deutschen Mediziner und Wissenschaftler Rudolf 
Virchow zuzuordnen, der 1856 die bei Patienten beobachtete starke 
Vermehrung weißer Blutkörperchen folgendermaßen beschrieb: 
 
„Das Verhältniss zwischen den farbigen und farblosen Blutkörperchen stellte 
sich hier ungefähr umgekehrt, wie im normalen Blute, indem die farblosen die 
Regel, die farbigen eine Art von Ausnahme zu bilden schienen. Wenn ich 
daher von weissem Blute spreche, so meine ich in der That ein Blut, in 
welchem die Proportion zwischen den rothen und farblosen (in Masse 
weissen) Blutkörperchen eine umgekehrte ist, ohne dass eine Beimischung 
fremdartiger chemischer oder morphologischer Elemente zu bemerken wäre.“ 
(Virchow, 1856) 
 
Die chronische lymphatische Leukämie (CLL) ist ein lymphozytisches Non-
Hodgkin-Lymphom (NHL) niedrigen Malignitätsgrades, gekennzeichnet durch 
fortschreitende Akkumulation von Lymphozyten (Chiorazzi et al., 2005). Nach 
der aktuellen Lymphom-Klassifikation der World Health Organization (WHO) 
gehört die CLL den Neoplasien der reifen (peripheren) B-Zellen an. Eine 
weitere Form der Erkrankung ist das kleinzellige lymphozytische Lymphom 
(small lymphocytic lymphoma, SLL). Die Bezeichnung SLL ist den Fällen 
vorbehalten, deren Gewebsmorphologie und Immunphänotyp zwar der CLL 
entsprechen, die aber weder leukämischen Verlauf noch Knochenmarksbefall 
aufweisen (Jaffe et al., 2001). Die CLL stellt die häufigste Leukämieform in den 
westlichen Ländern dar (Dighiero, 2008), und die Erkrankungshäufigkeit nimmt 
mit steigendem Lebensalter exponentiell zu (Dores et al., 2007). Die Mehrzahl 
der Patienten ist bei Diagnosestellung über 50 Jahre alt (Jaffe et al., 2001). 
Obwohl die gängigen Stadieneinteilungen nach Rai (Rai und Montserrat, 1987; 
Rai et al., 1975) (vgl. Tab. 1.1) und Binet (Binet et al., 1981) die Grundpfeiler 
der Prognoseeinschätzung bilden, ist der natürliche Krankheitsverlauf der CLL 
äußerst variabel und umfasst ein breites Spektrum an klinischen Symptomen.  
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Vom Zeitpunkt der Diagnosestellung an variiert die mittlere Überlebenszeit 
abhängig vom Krankheitsstadium zwischen zwei und zwanzig Jahren, im Mittel 
um 5-6 Jahre. Bei etwa 5 % der CLL-Patienten findet eine Transformation in 
ein hochmalignes NHL, das diffus großzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL), statt. 
Dies wird Richter-Syndrom genannt und ist gekennzeichnet durch einen 
aggressiveren Krankheitsverlauf mit raschem Tumorwachstum und 
schlechtem Ansprechen auf systemische Therapie (Dighiero et al., 1991).  
 
Tab. 1.1: Stadieneinteilung nach Rai 1975 (Rai et al., 1975) und 1987 (Rai und Montserrat, 
1987) 
 
 
Die niedrige Erkrankungsrate in asiatischen Ländern sowie bei Nachkommen 
japanischer US-Emigranten weist auf eine Beteiligung genetischer Faktoren an 
der Pathogenese der CLL hin. Familiäre Häufungen lassen ebenfalls auf eine 
genetische Prädisposition schließen. CLL in der Familienanamnese bedeutet 
für Verwandte ersten Grades nicht nur ein erhöhtes Risiko an CLL zu 
erkranken, sondern auch das Risiko, eine monoklonale B-Zell-Lymphozytose 
(monoclonal B-cell lymphocytosis, MBL) zu entwickeln, die als mögliche 
Vorläuferform der CLL angesehen wird (Caligaris-Cappio und Ghia, 2008; 
Caporaso et al., 2007; Dighiero, 2008). 
Im Gegensatz zu anderen B-Zell-Lymphomen sind chromosomale 
Translokationen bei der CLL selten und keine vereinheitlichenden Mutationen 
nachgewiesen (Caporaso et al., 2007; Chiorazzi et al., 2005). Alterationen des 
Karyotyps umfassen numerische Chromosomenaberrationen wie auch 
Deletionen (Caporaso et al., 2007; Chiorazzi et al., 2005). Am weitesten 
verbreitet ist die Deletion bei 13q14. Diese Region wurde aufgrund ihrer 
möglichen pathogenetischen Relevanz eingehend auf enthaltene Gene 
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untersucht, zwei davon kodieren microRNAs (miRNAs), auf die im folgenden 
Kapitel „Epigenetik“ detaillierter eingegangen wird (Calin und Croce, 2006). 
Von den am häufigsten zu beobachtenden Aberrationen wirken sich 
Deletionen der Regionen 11q22-23 und 17p13 sowie Trisomie 12 nachteilig 
auf die Prognose aus, während Deletionen von 13q14 mit einer verlängerten 
Überlebenszeit einhergehen (Döhner et al., 2000; Jaffe et al., 2001). 
Desweiteren teilen diese genomischen Aberrationen CLL-Patienten in 
Untergruppen mit unterschiedlichem klinischem Erscheinungsbild wie 
Lymphadenopathie (del11q) und Therapieresistenz (del17p) ein, insbesondere 
letztere gepaart mit rascher Progression und schlechteren Überlebenschancen 
(Zenz et al., 2007). 
Zytogenetische Aberrationen sind wichtige unabhängige Prädiktoren für 
Krankheitsverlauf und Überleben (Döhner et al., 2000). Auch Deletionen und 
Mutationen des p53-Gens korrelieren bei Patienten mit CLL mit geringeren 
Überlebenschancen (Oscier et al., 2002; Zenz et al., 2008). Weitere 
ergänzende Parameter sind die Serummarker Thymidinkinase und β2-
Mikroglobulin (Hallek et al., 1996). Zusätzlichen prognostischen Wert besitzen 
der IgVH (immunoglobulin variable heavy chain) Gen-Mutationsstatus, die 
Expression von CD38 und ZAP-70 (Chiorazzi et al., 2005). Gemeinsam führen 
sie zu zwei Untergruppen der CLL mit entweder günstigem (mutierte IgVH-
Gene, wenige CD38+ oder ZAP-70+ B-Zellen) oder ungünstigem Verlauf 
(wenige oder keine mutierten IgVH-Gene, viele CD38+ oder ZAP-70+ B-Zellen) 
(Chiorazzi et al., 2005). Kürzlich wurde ein Zusammenhang zwischen 
Telomerlänge und Prognose beschrieben: geringe Telomerlänge korreliert mit 
prognostisch ungünstigen zytogenetischen Aberrationen, unmutierten IgVH-
Genen, Expression von ZAP-70 und CD38 und deutet auf einen nachteiligen 
Krankheitsverlauf hin (Roos et al., 2008). Auch das initiale Ansprechen auf 
zytostatische Behandlung zählt zu den prognostisch relevanten Faktoren 
(Catovsky et al., 1989). Mit der Weiterentwicklung der therapeutischen 
Verfahren in den letzten Jahrzehnten ist eine deutliche Verbesserung der 
Prognose eingetreten (vgl. Tab. 1.2).  
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Tab. 1.2: Entwicklung des Kenntnisstandes bei der CLL, modifiziert nach (Wendtner et al., 
1999) 
 
 
Obwohl eine Heilung für die meisten Patienten nicht erreichbar sein mag, sind 
potentiell kurative Behandlungsmöglichkeiten in Entwicklung. Dank einer Fülle 
neuer Erkenntnisse lässt sich die Pathogenese der CLL immer besser 
verstehen (Caligaris-Cappio und Ghia, 2008). Noch allerdings liefert der 
aktuelle Wissensstand einschließlich der Genetik keine ausreichende 
Erklärung für ihr uneinheitliches Verhalten. Um eine risikoadaptierte 
Behandlung entwickeln zu können, ist es notwendig, zusätzliche 
Prognosefaktoren zu entdecken und weitere therapeutische Ansatzpunkte zu 
schaffen. Molekulare Aberrationen und veränderte Genexpressionsmuster sind 
Kandidaten mit großem Potential für gezielt ausgerichtete Therapien (Carney 
und Wierda, 2005).  
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1.2 Epigenetik 
Die menschliche DNA, die als lineares Makromolekül etwa 1,8 m lang wäre, 
liegt im Zellkern in kondensierter Form als Chromatin vor. In diesem Komplex 
bilden Oktamere aus Histonproteinen (je zweimal H2A, H2B, H3 und H4) den 
Nukleosomenkern, um den die DNA fortlaufend aufgewickelt ist. Diese 
Nukleosomenkette ist wiederum aufgerollt und durch Nichthistonproteine 
stabilisiert. Dadurch verdichtet sich die DNA in Chromosomen etwa 8000fach. 
Die dynamische Chromatinstruktur muss für Replikation und Transkription 
aufgelöst werden, um den beteiligten Enzymen Zugang zur DNA zu 
verschaffen. Dicht gepacktes Heterochromatin ist transkriptionell repressiv, 
dagegen befinden sich transkriptionell aktive Gene in Bereichen des offenen 
Euchromatin (Jenuwein und Allis, 2001).  
Der Begriff Epigenetik ist als mitotisch und/oder meiotisch vererbbare 
Modifikation der Genexpression definiert, die nicht mit einer Änderung der 
primären Nukleinsäuresequenz einhergeht (Esteller, 2008). Epigenetische 
Störungen bei Tumorerkrankungen umfassen die Faktoren DNA-Methylierung, 
Histonmodifikationen, Polycomb group protein – Aktivität und RNA-Interferenz 
sowie deren Interaktion untereinander (Esteller, 2008; Jost und Galm, 2007). 
Ein Mechanismus epigenetischer Genregulation ist die Veränderung der 
Chromatinstruktur durch posttranslationale Modifikationen der Histone und 
Bindung spezifischer Proteine wie der Polycomb group proteins an diese 
Modifikationen (Bernstein et al., 2007). Kovalente Modifikationen der 
Histonproteine an ihren N-terminalen Enden (histone tails) umfassen 
Acetylierung, Mono- bis Trimethylierung, Phosphorylierung und 
Ubiquitinylierung (Bernstein et al., 2007; Strahl und Allis, 2000). Deren 
Kombination und Lokalisation kodieren für transkriptionelle Aktivität oder 
Inaktivität von Genen und werden mit dem Begriff des Histon-Code bezeichnet 
(Jenuwein und Allis, 2001; Strahl und Allis, 2000). Übergänge zwischen den 
Zustandsformen des Chromatins sind dynamisch und abhängig von der 
Balance der beteiligten Faktoren. Die durch die Histonacetyltransferase (HAT) 
vermittelte Acetylierung von Lysinen geht beispielsweise mit transkriptioneller 
Aktivierung einher (Bernstein et al., 2007; Esteller, 2008). Im kondensierten, 
transkriptionell repressiven Heterochromatin sind die Histone, insbesondere 
H3, deacetyliert durch Aktivität der Histondeacetylase (HDAC). Gleichzeitig 
findet sich dort eine dichte DNA-Methylierung (Jones und Baylin, 2002). 
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Abb. 1.1: Transkriptionelle Repression durch DNA-Methylierung  
Nukleosomenkerne sind durch graue Zylinder dargestellt, von der DNA als schwarzem Faden 
umwickelt. Links: unmethylierte CpG-Insel in der Promotorregion, acetylierte Histonproteine 
und offene Chromatinstruktur mit Bindung des Transkriptionskomplexes gehen mit 
Transkription einher. Rechts: Promotormethylierung, Histondeacetylierung und 
Chromatinkondensation bewirken transkriptionelle Stilllegung desselben Gens. Nach (Jones 
und Laird, 1999). 
 
Der am eingehendsten untersuchte Mechanismus epigenetischer 
Genregulation und Schwerpunkt dieser Studie ist die Methylierung der DNA. 
Sie bezeichnet beim Menschen die enzymatische Bildung von 5-Methylcytosin 
(5mC) durch kovalente Bindung einer Methylgruppe an das Kohlenstoffatom 
C5 der Pyrimidinbase Cytosin. Verschiedene DNA-Methyltransferasen (DNMT) 
katalysieren den Methylgruppentransfer an die DNA, ihnen dient S-Adenosyl-
Methionin (SAM) als Methylgruppendonor (Esteller, 2008). 5mC wird in der 
symmetrischen Basensequenz 5’-C-G-3’ gebildet, die wegen der 
Phosphodiesterbindung zwischen Cytosin und Guanin CpG-Dinukleotid 
genannt wird. In embryonalen Stammzellen ist auch eine außerhalb von CpG-
Dinukleotiden auftretende sogenannte „Non-CpG-Methylierung“ beschrieben 
(Bernstein et al., 2007). CpG-Dinukleotide sind im Genom nicht zufällig verteilt, 
sondern besonders häufig in sogenannten CpG-Inseln in regulativen 
Abschnitten des Genoms zu finden (Esteller, 2008). Hypermethylierung von 
normalerweise unmethylierten CpG-Inseln in Genpromotorregionen geht 
einher mit transkriptioneller Inaktivierung der betroffenen Gene (Boultwood 
und Wainscoat, 2007; Jones und Baylin, 2002). Außer durch Alteration der 
Genexpression ist DNA-Methylierung durch die Mutagenität von 5mC 
tumorigen, da 5mC im Vergleich zu unmethyliertem Cytosin vermehrt durch 
spontane hydrolytische Desaminierung permanent in Thymin umgewandelt 
werden kann (Jones und Baylin, 2002). Eine weitere Mutationsmöglichkeit 
durch C-T-Transition besteht über die Desaminierung von Cytosin nach Uracil. 
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Für die Entfernung von Uracil in der DNA ist die Uracil-DNA-Glykosylase 
zuständig (Parker et al., 2007) (Abb. 1.2).  
 
 
Abb. 1.2: Schematische Darstellung der möglichen Umwandlungen von Cytosin 
C-T-Transition über 5-Methylcytosin durch enzymatische Methylierung und mutagene 
Desaminierung, alternativ durch Desaminierung von Cytosin über Uracil, welches bei einer 
nachfolgenden DNA-Replikation als Thymin gelesen wird. 
 
Die Regulation der Genexpression geschieht durch direkte Interaktion von 
Methylgruppen der DNA mit Regulatorproteinen. Einerseits sorgt die 
Methylierung dafür, dass spezifische DNA-Bindeproteine ihre ursprüngliche 
Zielsequenz nicht mehr erkennen. Methyliertes Cytosin wird andererseits von 
Methylcytosin-bindenden Proteinen (MBP) erkannt, die in Proteinkomplexen 
mit transkriptionalen Corepressoren, Chromatin-remodellierenden Proteinen 
und HDACs transkriptionelle Repression vermitteln (Bernstein et al., 2007). 
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Im Gegensatz zu Mutationen oder Deletionen in der Nukleinsäuresequenz sind 
epigenetische Veränderungen reversibel. Daraus ergeben sich durch 
Hemmung der DNA-Methylierung und der Histondeacetylierung 
pharmakologische Möglichkeiten der Reexpression epigenetisch inaktivierter 
Gene. Grundprinzip dieser Behandlung ist die Reaktivierung von 
Tumorsuppressorgenen (Boultwood und Wainscoat, 2007). Die 
demethylierenden Substanzen 5-Azacytidin (AZA) und 5-Aza-2’-deoxycytidin 
(Decitabine, DAC) sind Cytosinanaloga (Abb. 1.3), deren Wirkmechanismus 
auf ihrer Inkorporation in während der Replikation neu synthetisierte DNA-
Stränge beruht. Dort führen sie durch Bindung der DNA-Methyltransferasen 
zur irreversiblen Hemmung der enzymatischen DNA-Methylierung. Dadurch 
stellen sich mit jeder Zellteilung progressive Demethylierung der DNA und 
darauf folgend Reaktivierung der Genexpression ein. In höheren Dosen sind 
beide Azanukleoside auch direkt zytotoxisch (Claus und Lübbert, 2003; Issa 
und Byrd, 2005). DAC und AZA sind bereits von Bedeutung in der Behandlung 
hämatopoetischer Neoplasien (Claus et al., 2005; Galm et al., 2006; Issa, 
2007). 
 
 
Abb. 1.3: Strukturformeln von Cytidin und dessen Analoga AZA und DAC 
 
Aufgrund der dominierenden Rolle der DNA-Methylierung in der Erhaltung 
eines transkriptionell inaktiven Status von epigenetisch stillgelegten Genen 
wirken sich  Histondeacetylase-Inhibitoren (HDAC-Inhibitoren) allein nur in 
geringem Ausmaß auf die Reexpression von Genen aus. Ihre Wirkung üben 
sie hauptsächlich synergistisch mit demethylierenden Substanzen aus 
(Cameron et al., 1999; Galm et al., 2006). Vorinostat, ein hochpotenter HDAC-
Inhibitor, wurde kürzlich von der amerikanischen Arzneimittelbehörde Food 
and Drug Administration (FDA) zur Behandlung kutaner T-Zell-Lymphome 
zugelassen (Issa, 2007).  
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Beispiele der physiologischen Stilllegung von Genen durch DNA-Methylierung 
sind die genomische Prägung (genomic imprinting) mit Inaktivierung eines der 
vererbten elterlichen Allele sowie die Inaktivierung des zusätzlichen 
X-Chromosoms bei weiblichen Individuen (Baylin, 1997; Jones und Laird, 
1999).  
Tumorzellen weisen gegenüber dem korrespondierenden gesunden Gewebe 
veränderte DNA-Methylierungsmuster auf. Oft zeigt sich eine globale 
Hypomethylierung, die zu genomischer Instabilität beitragen kann, bei 
zeitgleicher dichter regionaler Methylierung in normalerweise unmethylierten 
Genpromotorregionen  (Baylin, 1997; Esteller, 2008; Jones und Baylin, 2002) 
(vgl. Abb. 1.4).  
 
 
 
Abb. 1.4: DNA-Methylierungsmuster in normalen und malignen Zellen 
Im Gegensatz zum übrigen Genom finden sich CpG-Inseln mit hoher Dichte an CpG-
Dinukleotiden gehäuft in Genpromotorregionen. Die überwiegend unmethylierte 
Genpromotorregion und Methylierung außerhalb der CpG-Inseln bei normalen Zellen steht der 
hypermethylierten Genpromotorregion und globaler Hypomethylierung bei Tumorzellen 
gegenüber. Einhergehend mit der aberranten Methylierung kommt es zur transkriptionellen 
Inaktivierung der betroffenen Gene. Weiße Kreise: unmethylierte CpG-Dinukleotide, schwarze 
Kreise: methylierte CpG-Dinukleotide, die nummerierten Rechtecke symbolisieren die Exone 
1-3. HAT: Histonacetyltransferasen, TF: Transkriptionsfaktoren, A: transkriptionelle 
Aktivatoren, R: transkriptionelle Repressoren, DNMT: DNA-Methyltransferasen, HDAC: 
Histondeacetylasen, MBP: Methylcytosin-bindende Proteine. Modifiziert nach (Galm et al., 
2006). 
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Hypomethylierung bei der CLL ist sowohl global als auch bei einzelnen Genen 
zu finden (Plass et al., 2007). Mit steigendem Alter ist ein gradueller Verlust an 
Methylierungen zu beobachten, gemessen am veränderten Prozentsatz 
methylierter Cytosine gegenüber Cytosinen insgesamt. CLL-Patienten mit 
einem höheren Anteil methylierter Cytosine gegenüber altersentsprechenden 
Kontrollen entwickelten eher klinische Indikationen für systemische Therapie 
als Patienten mit einem niedrigeren als bei ihrem Alter zu erwartenden 
Prozentsatz (Yu et al., 2007), möglicherweise aufgrund einer größeren Anzahl 
durch Hypermethylierung inaktivierter Tumorsuppressorgene.  
Die mit Hypermethylierung verbundene transkriptionelle Stilllegung stellt eine 
epigenetische Alternative zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen durch 
Mutationen oder Deletionen dar (Baylin, 1997; Jones und Laird, 1999). 
Aberrante DNA-Methylierung wurde bereits für eine umfassende Auswahl an 
Genen in nahezu sämtlichen Tumoren nachgewiesen (Boultwood und 
Wainscoat, 2007; Jones und Baylin, 2007). Die Kombination hypermethylierter 
Tumorsuppressorgene ist bei Neoplasien spezifisch für ihr Ursprungsgewebe 
(Esteller, 2008; Jost und Galm, 2007), auch bei der CLL ist ein 
charakteristisches Verteilungsmuster zu beobachten (Caporaso et al., 2007). 
Im Rahmen der epigenetischen Stilllegung von Genen ist neben der Promotor-
Hypermethylierung insbesondere die Überexpression bestimmter microRNA 
(miRNA) in der Pathogenese der CLL von Bedeutung (Nicoloso et al., 2007; 
Plass et al., 2007). Diese miRNAs sind eine Klasse kleiner, nichtkodierender 
RNAs, die durch posttranskriptionelle Genregulation auf Basis der RNA-
Interferenz an verschiedensten biologischen Prozessen beteiligt sind, darunter 
Zellproliferation und -tod. Häufig sind miRNAs in genomischen Regionen zu 
finden, die bei Malignomen eine Rolle spielen (Calin et al., 2005). Calin et al. 
konnten bei der CLL einen Zusammenhang zwischen einer einzigartigen 
miRNA-Gensignatur und den Prognosefaktoren ZAP-70-Expression und IgVH-
Mutation sowie dem Fortschreiten der Erkrankung aufweisen (Calin et al., 
2005). Die Expression von miRNAs ist für Krankheitsverlauf und Prognose der 
CLL relevant (Calin und Croce, 2006; Calin et al., 2005; Plass et al., 2007). 
Auch die Expression von miRNAs kann durch Hypermethylierung vermindert 
sein (Esteller, 2008). Eine Herabregulation der miRNAs miR-15a und 
miR-16-1, deren Gene sich in der bei CLL häufig veränderten 
Chromosomenregion 13q14 befinden, geht bei der CLL mit einer 
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Überexpression des antiapoptotischen BCL2 einher. Mithilfe der miRNAs 
miR-15 und miR-16 kann BCL2 ausreichend unterdrückt werden, um die 
Apoptose zu induzieren (Calin und Croce, 2006).  
Hauptmerkmale von Tumorzellen sind die erworbenen Fähigkeiten nicht nur 
zur Umgehung der Apoptose, sondern auch zu unbegrenzter Replikation, 
Gewebeinvasion und Metastasenbildung, eigenständiger Versorgung mit 
Wachstumssignalen, fortwährender Angiogenese und zur Unempfindlichkeit 
gegenüber wachstumshemmenden Signalen (Hanahan und Weinberg, 2000). 
Viele dieser zellulären Signalwege können durch Hypermethylierung von CpG-
Inseln beeinträchtigt sein (Esteller, 2008). Eine genomweite Analyse globaler 
aberranter CpG-Insel-Methylierung kennzeichnet die CLL durch 
weitverbreitete, nicht zufällig verteilte Methylierungsvorkommen (Rush et al., 
2004). Veränderte DNA-Methylierungsmuster können mögliche Biomarker für 
molekularen Nachweis, Beurteilung von Prognose wie auch Voraussage zum 
Ansprechen auf Therapie liefern und sind daher gegebenenfalls 
vielversprechende therapeutische Ansatzpunkte (Galm et al., 2006).  
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1.3 Gene 
Dysregulation von Tumorsuppressor- und Onkogenen spielt eine wichtige 
Rolle in der Pathogenese maligner Neoplasien. Da die molekulare 
Pathogenese der CLL noch weitgehend ungeklärt ist, erfolgte auf der 
Grundlage eines Kandidatengenansatzes die Erstellung eines 
Methylierungsprofils der CLL. Basis des Kandidatengenansatzes sind Gene, 
die erfahrungsgemäß tumorassoziiert sind, und für deren Genprodukte eine 
Rolle in der Pathogenese der CLL denkbar ist. Die siebzehn Kandidatengene 
wurden aufgrund ihrer Funktion im Wnt-Signalweg, in der Apoptoseregulation, 
Zellinvasion und -adhäsion, Zellzykluskontrolle, DNA-Reparatur und 
Wachstumsfaktor-Antwort ausgewählt. 
1.3.1 Apoptoseregulation 
DAPK1: Die death-associated protein kinase 1 (DAPK1) ist eine pro-
apoptotische, Calcium/Calmodulin-regulierte Serin/Threonin-Kinase, die ihre 
Funktion nach Induktion des programmierten Zelltodes durch verschiedene 
Zytokine, Onkogene und Trennung von extrazellulärer Matrix ausübt (Cohen 
und Kimchi, 2001; Raveh et al., 2001). DAPK1 kann eine Reihe verschiedener 
apoptotischer Signalwege aktivieren. Unter Einschluss des p19ARF/p53-
Signalweges spielt DAPK1 eine kritische Rolle in der Tumorentwicklung 
(Raveh et al., 2001). Die Expression von DAPK1 fehlt in Tumoren häufig 
(Raveh et al., 2001), beispielsweise in Zelllinien von B-Zell-Lymphomen und 
Leukämien (Cohen und Kimchi, 2001).  
DAPK2: Die death-associated protein kinase 2 (DAPK2) ist ein weiteres 
Mitglied der DAPK-Familie. Die ebenfalls Calcium/Calmodulin-abhängige 
Serin/Threonin-Kinase besitzt sehr große Homologie zu DAPK1 und fungiert 
ebenfalls als positiver Apoptoseregulator (Cohen und Kimchi, 2001). 
1.3.2 DNA-Reparatur 
hMLH1: Das Gen human mutL homolog 1 (hMLH1) kodiert ein 
Reparaturprotein für Basenfehlpaarungen (DNA mismatch repair protein). Bei 
defekten Reparaturproteinen kommt es durch fehlerhafte DNA-Replikation 
vermehrt zu Mutationen, insbesondere in kurzen, repetitiven 
Mikrosatellitensequenzen (Herman et al., 1998). In Folge häufiger Replikation 
von Tumorzellen kommt es bei defekter Basenfehlpaarungsreparatur zu als 
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Mikrosatelliteninstabilität (MSI) bezeichneten Längenunterschieden innerhalb 
dieser DNA-Sequenzen (Fülöp et al., 2003). Von besonderer Bedeutung ist die 
MSI in Verbindung mit Defekten in der DNA-Reparatur bei kolorektalen 
Karzinomen (Herman et al., 1998). Fülöp et al. beobachteten MSI und 
Hypermethylierung des hMLH1-Promoters bei CLL-Patienten nach 
Transformation in ein DLBCL (Richter-Syndrom) (Fülöp et al., 2003). 
MGMT: Die O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) ist ein Protein, 
das mutagene und zytotoxische Addukte von O6-Guanin in der DNA entfernt. 
Durch die Entfernung der DNA-Addukte schützt MGMT Zellen nicht nur vor der 
Toxizität alkylierender Agenzien (Esteller et al., 2002a), sondern auch vor 
Mutationen, denn O6-Methylguanin agiert während der Replikation als 
komplementäre Base zu Thymin, was einen Basenpaartausch von Guanin-
Cytosin zu Adenin-Thymin bewirkt (Corn et al., 1999).  
1.3.3 Wachstumsfaktor-Antwort 
RARβ2: Der retinoic acid receptor beta (RARβ) ist neben RARα und RARγ ein 
Mitglied der Familie nukleärer Retinsäure-Rezeptoren, die als Liganden-
abhängige Transkriptionsfaktoren über die Bindung an spezifische retinoic acid 
response elements (RAREs) in den regulatorischen Regionen ihrer Zielgene 
fungieren (Fazi et al., 2007). Das RARβ-Gen wird abhängig von 
unterschiedlichen Promotoren in zwei Isoformen exprimiert, RARβ1 in der 
Embryogenese und RARβ2 in adulten Geweben (Youssef et al., 2004). RARβ2 
ist eine Schlüsselkomponente in der Übermittlung der Effekte von Retinoiden, 
die an Zellwachstum, -differenzierung und Karzinogenese beteiligt sind 
(Esteller et al., 2002b). 
SOCS1 / SOCS3: Beide Gene kodieren Mitglieder der Familie der suppressors 
of cytokine signaling (SOCS) und sind Teil der negativen 
Rückkopplungsschleife der Zytokin-Signalübertragung. Sezernierte Zytokine 
binden an Zytokinrezeptoren und induzieren Rezeptoraggregation, Aktivierung 
der Janus-Kinase (JAK) und dadurch multiple Signalkaskaden, die in 
Regulation der zellulären Genexpression münden und das weitere 
Zellschicksal bestimmen. Die SOCS-Gene werden durch Zytokin-stimulierte 
Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs induziert. Die SOCS-Proteine hemmen 
dann die Signalwege, die zu ihrer Produktion geführt haben. SOCS1 bindet an 
JAKs und hemmt deren katalytische Aktivität, SOCS3 bindet proximal der JAK 
 22
an Zytokinrezeptoren und inhibiert von dort die JAK-Aktivität (Krebs und Hilton, 
2001). SOCS1 wird Tumorsuppressoraktivität in der Hämatopoese 
beigemessen (Rottapel et al., 2002). Methylierung des Gens ist bei 
verschiedenen hämatologischen Neoplasien beschrieben (Chim et al., 2004; 
Galm et al., 2005b; Galm et al., 2003; Liu et al., 2003). Brender et al. 
bezeichnen nach Studien am kutanen T-Zell-Lymphom SOCS3 als protector of 
tumour cells (Brender et al., 2005). Beim hepatozellulären Karzinom verleiht 
hingegen Verlust von SOCS3 durch Promotorhypermethylierung den 
Tumorzellen Vorteile in Wachstum und Migration (Niwa et al., 2005).  
1.3.4 Wnt-Signalweg 
SFRP-Familie: Die secreted frizzled-related protein (SFRP)-Familie besteht 
aus fünf Proteinen, von denen vier über dichte CpG-Inseln im Bereich des 
Promotors und des ersten Exons verfügen, die Ausnahme bildet SFRP3. 
SFRPs sind negative Regulatoren des Wnt-Signalwegs, welcher ein normales 
Apoptoseverhalten kontrolliert und für normale B-Zellentwicklung notwendig 
ist. Eine aberrante Aktivierung dieses Signalweges wurde bei der CLL 
beobachtet (Liu et al., 2006; Lu et al., 2004). Aktivierung des kanonischen 
Wnt-Signalwegs resultiert in vermindertem Abbau und infolgedessen 
Akkumulation des zentralen Signalmoleküls β-Catenin, welches als Cofaktor 
an die Familie der TCF/LEF (T cell Factor/lymphoid enhancer factor) - 
Transkriptionsfaktoren bindet und so die Expression der Zielgene induziert 
(Nelson und Nusse, 2004). Als Verbindungsprotein zwischen Cadherinen und 
dem Zytoskelett ist β-Catenin außer an der Regulation der Genexpression im 
Wnt-Signalweg auch an Zell-Zell-Adhäsion und Zellmigration beteiligt (Nelson 
und Nusse, 2004) (vgl. Abb. 1.5). 
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Abb. 1.5: Interaktion von Wnt, E-cad und β-Catenin 
1.3.5 Zellinvasion und –adhäsion 
E-cadherin: Das Gen E-cadherin (E-cad) kodiert für epitheliales Cadherin, 
welches im Cadherin-Catenin-Komplex am Zytoskelett verankert ist (Nelson 
und Nusse, 2004). E-cad ist bedeutsam für Zell-Zell-Adhäsion und kann 
Tumorzellinvasion und Metastasierung unterdrücken (Melki et al., 2000). 
Verlust von E-cad kann die Lokalisation und Funktion von β-Catenin an 
interzellulären Adhärenz-Verbindungen zur Transkription im Zellkern 
umschalten (Li et al., 2007).  
TIMP2 / TIMP3: Die TIMP-Familie besteht aus vier tissue inhibitors of 
metalloproteinases (TIMPs), welche die proteolytische Aktivität der Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) kontrollieren. Das Gleichgewicht zwischen MMPs 
und TIMPs ist nicht nur für den Umsatz an extrazellulärer Matrix vonnöten, 
sondern auch bestimmend für das invasive Potential vieler Tumoren. TIMPs 
unterdrücken Tumorwachstum, Angiogenese, Invasion und 
Absiedlung/Metastasenbildung. Mit Methylierung verbundene Stilllegung 
wurde bei TIMP2 wie auch TIMP3 beobachtet (Bachman et al., 1999; Galm et 
al., 2005a). Expressionsverlust von TIMP2 wurde bei B-Zell-Lymphomzellinien 
und verschiedenen NHL gefunden, insbesondere bei solchen mit aggressivem 
Phänotyp (Galm et al., 2005a). 
 
 24
1.3.6 Zellzykluskontrolle 
p15 / p16: Die cyclin-dependent kinase inhibitors 2A und 2B (CDKN2A und 
CDKN2B) kodieren die Zellzyklusregulatoren p16INK4A und p15INK4B (Boultwood 
und Wainscoat, 2007). Beide gehören zur INK4-Proteinfamilie und verhindern 
das Durchlaufen des Zellzyklus und somit zelluläre Proliferation (Chim et al., 
2006a; Tsirigotis et al., 2006). In Abwesenheit des p16-Genprodukts bindet 
CDK4 an Cyclin D, phosphoryliert Rb und führt zum Eintritt der Zelle in die S-
Phase und damit zur Proliferation. p15 zeigt eine hohe Homologie zu p16, liegt 
in der selben Region auf Chromosom 9, inhibiert CDK4 und 6 und scheint 
ebenfalls eine Tumorsuppressorrolle zu besitzen (Baur et al., 1999).  
p73: Das p73-Protein besitzt strukturelle und funktionelle Ähnlichkeit mit dem 
Zellzyklusregulator p53. Dies schließt die Fähigkeit ein, bei Überexpression in 
vitro Apoptose zu induzieren und p53-abhängige Gene heraufzuregulieren, die 
an der Zellzykluskontrolle beteiligt sind. p73 scheint in normalen Lymphozyten 
aufgrund genomischer Prägung monoallelisch exprimiert zu werden, womit zur 
Stilllegung nur die Inaktivierung des einen Allels vonnöten wäre (Corn et al., 
1999). 
 
Tab. 1.3: Zugehörigkeit der Gene zu verschiedenen tumorassoziierten Signalwegen 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Patientenproben, Kontrollen 
Zur Erstellung eines Methylierungsprofils der CLL wurden Proben aus 
peripherem Blut und Knochenmark von Patienten gegenüber peripheren 
Blutproben von freiwilligen gesunden Spendern als Kontrollen analysiert. 
Blutproben wurden hauptsächlich mit Heparin, seltener mit 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Knochenmarkaspirate mit Citrat 
antikoaguliert. Blutentnahme und Knochenmarkaspiration erfolgten im 
Rahmen der Routinediagnostik. Die Sammlung von Patientenproben zur 
Analyse genetischer und epigenetischer Veränderungen  wurde durch die 
Ethikkommission der RWTH Aachen genehmigt (EK 2220). Die Patienten 
stellten sich in den Jahren 1999 bis 2006 in der Medizinischen Klinik IV des 
Universitätsklinikums Aachen vor. Die Diagnosestellung der CLL erfolgte nach 
Standardkriterien (Cheson et al., 1996), die Stadieneinteilung wurde nach Rai 
vorgenommen (Rai et al., 1975).  
Für diese Untersuchung eines Patientenkollektivs auf Hypermethylierung in 
den CpG-Inseln multipler Promotorregionen standen Proben von 32 Patienten 
mit CLL zur Verfügung. Davon wurden 28 aus peripherem Blut und vier aus 
Knochenmarkaspirat erhalten. Knochenmarkaspirat wurde nur bei Patienten 
mit histologisch nachgewiesener Knochenmarkinfiltration verwendet. Diese 
Studie beinhaltet 10 Patienten, die im Rahmen einer Untersuchung des 
TIMP2-Methylierungsstatus bei lymphatischen Neoplasien bereits analysiert 
wurden (Galm et al., 2005a). Von zwei Patienten wurden zusätzliche 
Verlaufsproben zu einem bzw. zwei Zeitpunkten gewonnen. Die 
Patientencharakteristika sind in Tab. 2.1 zusammengefasst.  
Bei einem Patienten war der Zeitpunkt der Diagnosestellung nicht bekannt. Im 
Median waren die Patienten bei der Erstdiagnose 63 Jahre alt. Dies entspricht 
dem in der Literatur beschriebenen medianen Erkrankungsalter von 65 Jahren 
(Jaffe et al., 2001). Auch die Geschlechtsverteilung von 21 männlichen 
gegenüber 11 weiblichen Patienten liegt mit einem Verhältnis von 1,9:1 im 
allgemein zu beobachtenden Bereich (Jaffe et al., 2001). 
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Tab. 2.1: Patientencharakteristika 
Für die laborchemischen Messwerte ist jeweils der Mittelwert angegeben. Die Zahlen in 
Klammern zeigen den minimalen und den maximalen Wert an.  
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2.1.2 Geräte 
Analysegerät ABX Micros 60 (HORIBA ABX) 
Digitalkamera Camedia C-3040 ZOOM (Olympus) 
Gefrierschrank -80°C (Heraeus Instruments) 
Gelelektrophoresekammer i-Mupid Electrophoresis System (Eurogentec) 
Heizblock Dri-Block DB-2A (Techne) 
Kühlschränke Cooler (Bosch) 
Messküvette 70 µl Microvolume Cell (Pharmacia Biotech) 
Mikrowelle Micro-Chef 900W (Moulinex) 
Mikro-Zentrifuge für Reaktionsgefäße (neoLab) 
pH-Meter pH 530 (Wissenschaftlich-Technische Werkstätten GmbH & Co. KG) 
Pipetten Eppendorf Reference (Eppendorf) 
Pipetten Pipet-Plus LTS Pipet (Rainin) 
Spektrophotometer Gene Quant II RNA/DNA Calculator (Pharmacia Biotech) 
Thermocycler PxE Thermal Cycler 0.5 ml (Thermo Electron Corporation) 
Thermocycler ThermoHybaid Omn-E (Thermo Electron Corporation) 
UV-Transilluminator 312 nm und Dunkelhaube (biostep) 
Waage AC 100 (Mettler) 
Wasserbad (Köttermann Labortechnik) 
Werkbank HSP12 (Heraeus Instruments) 
Wirbelmixer REAX 2000 (Heidolph Instruments) 
Zentrifuge Biofuge pico (Heraeus Instruments) 
Zentrifuge Labofuge 400e (Heraeus Instruments) 
Zentrifuge Universal 32 (Hettich-Zentrifugen) 
2.1.3 Verbrauchsmaterialien 
Agarose UltraPureTM Agarose (Invitrogen) 
Aqua ad iniectabilia (Delta Select) 
Aqua dest. (Aqua destillata) (Apotheke RWTH Aachen) 
dNTP-Mischung Deoxynukleotide Set (Sigma) 
DNA-Leiter 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) 
Einfrierröhrchen Cryo.s 2 ml (Greiner bio-one) 
Einweg-Pasteurpipetten, steril (Carl Roth) 
Erlenmeyer-Kolben, enghalsig (Schott Duran) 
Ethanol absolute (J.T.Baker) 
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Ethidiumbromid UltraPureTM 10mg/ml Ethidium Bromide (Invitrogen) 
EZ DNA Methylation Kit™ (Zymo Research) 
Gel Maker Set (6 Elements) (Eurogentec) 
Handschuhe Maimed-grip PF (MaiMed) 
Handschuhe Nobaglove-Nitril (NOBA Verbandmittel) 
Lymphoprep™ (AXIS-Shield) 
Messkolben (Schott Duran) 
Microtubes 1,5 ml RTP/SSK (Camlab) 
Mineralöl (Sigma) 
Mµlti®-Sicherheitsreaktionsgefäße 1,7 ml (Carl Roth) 
PBS (phosphate-buffered saline) Puffer (Apotheke RWTH Aachen) 
PCR-tubes Omnistrip (ABgene) 
Pipettenspitzen epT.I.P.S. (Eppendorf) 
Pipettenspitzen Gel-Saver Tip II (Kisker) 
Pipettenspitzen MultiGuard Barrier Tips (Sorenson BioScience) 
Primer (MWG Biotech) 
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) 
Reagenz- und Zentrifugenröhren 13 ml (Sarstedt) 
REDTaqTM DNA Polymerase (Sigma) 
Sekuroka-Hitzeschutz Typ M Hand (Carl Roth) 
Spin-50 mini-columns (Biomax Inc.) 
SssI Methylase (New England BioLabs) 
50X TAE-Puffer UltraPureTM DNA Typing Grade® 50X TAE Buffer (Invitrogen) 
Ammoniumsulfat (Sigma) 
Tris-Puffer Trizma® base (Sigma)  
Magnesiumchlorid Magnesium chloride hexahydrate (Sigma)  
β-Mercaptoethanol (Sigma) 
Wägeschalen Rotilabo-Einmal-Wägeschalen, Opak blau (Carl Roth) 
2.1.5 Software 
Argus X1 V.3 (biostep) 
Adobe Photoshop 5.5 (Adobe) 
Windows 2000 Professional (Microsoft) 
WinSTAT 3.1 (Kalmia Co. Inc.) 
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2.1.6 Firmen und Internetinformationen 
ABgene www.abgene.com  
Adobe www.adobe.com  
Amersham Pharmacia Biotech www.apbiotech.com  
Axis-Shield www.axis-shield.com  
Biomax Inc. www.biomaxinc.com  
Biostep www.biostep.de  
Bosch www.bosch-hausgeraete.de  
Camlab www.camlab.co.uk  
Carl Roth www.carl-roth.de  
Delta Select www.deltaselect.de  
DSMZ www.dsmz.de  
Eppendorf www.eppendorf.de  
Eurogentec www.eurogentec.com  
Greiner bio-one www.greinerbioone.com  
Heidolph www.heidolph-instruments.de  
Heraeus Instruments www.thermo.com  
Hettich-Zentrifugen www.hettich-zentrifugen.de 
HORIBA ABX www.abx.horiba.com  
Invitrogen www.invitrogen.com  
J.T.Baker www.jtbaker.nl  
Kalmia Co. Inc. www.winstat.com 
Kisker www.kisker-biotech.com  
Köttermann www.koettermann.de  
MaiMed www.maimed.de  
Microsoft www.microsoft.com  
Mettler www.mt.com  
Moulinex www.moulinex.com  
MWG Biotech www.mwg-biotech.com  
neoLab www.neolab.de  
New England BioLabs www.neb.com  
NOBA Verbandmittel www.noba-verbandmittel.de  
Olympus www.olympus.de  
Pharmacia Biotech www.apbiotech.com 
Qiagen www.qiagen.com  
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Rainin www.rainin.com  
Sarstedt www.sarstedt.com  
Schott Duran www.duran-group.com   
Sigma-Aldrich www.sigmaaldrich.com  
Sorenson BioScience www.sorbio.com  
Techne www.techne.com  
Thermo Electron Corporation www.thermo.com  
Wissenschaftlich-Technische Werkstätten  www.wtw.com  
Zymo Research www.zymoresearch.com  
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2.2 Methoden 
 
IVD-Herstellung
(Erzeugung von M-Kontrollen)
Bisulfitbehandlung
Methylierungs-spezifische PCR
Gelelektrophorese
Photographische Dokumentation
Blutentnahme (EDTA/Heparin)
Knochenmarkaspiration (Citrat)
Dichtegradientenzentrifugation
und Kryokonservierung
DNA-Extraktion
(Patientenproben, Kontrollen)
2.2.1
2.2.2
 
Abb. 2.1: Ablauf von der Probengewinnung bis zum Gelphoto 
2.2.1 Isolation und Präparation genomischer DNA 
2.2.1.1 Dichtegradientenzentrifugation 
Die Gewinnung der Lymphozyten aus Blut- und Knochenmarkproben erfolgte 
durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (Lymphoprep™). Hierbei wird die 
Fraktion mononukleärer Zellen von den übrigen Blutbestandteilen separiert. 
Die Lymphozyten sammeln sich an der Grenzschicht zwischen Blutplasma und 
Ficoll. Dazu wurden in ein Reagenzröhrchen à 13 ml jeweils 3 ml Ficoll 
vorgelegt, vorsichtig mit der Probe überschichtet und für 20 Minuten bei 
2400 Umdrehungen pro Minute unter Deaktivierung der Bremsfunktion 
zentrifugiert. Die sich an der Phasengrenze Plasma/Ficoll befindliche 
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Interphase mononukleärer Zellen, die die Lymphozyten enthält, wurde 
vorsichtig abpipettiert und durch mehrere Waschschritte mit PBS-Puffer 
aufgereinigt. Nach Bestimmung der erhaltenen Zellzahl mit Hilfe eines 
automatischen hämatologischen Analysegeräts wurden die Proben bei -80°C 
als trockene Pellets kryokonserviert, aliquotiert zu je etwa 5 x 106 Zellen/ml. 
 
2.2.1.2 DNA-Extraktion aus kryokonservierten Proben 
Den Herstellervorschriften entsprechend wurde unter Einsatz eines 
kommerziellen Kits (QIAamp DNA Blood Mini Kit) genomische DNA aus den 
Patientenproben extrahiert. Dabei wurden die Zellen lysiert und die DNA mit 
Hilfe einer im Kit enthaltenen Protease, 98 %igem Ethanol und verschiedener 
Waschpuffer aus dem Kit aufgereinigt. Reinheit und Quantität der isolierten 
DNA wurden bei allen Proben spektrophotometrisch bestimmt, die 
anschließende Aufbewahrung erfolgte bei -20°C.  
 
2.2.1.3 Herstellung in vitro-methylierter DNA (IVD) 
IVD wird durch Inkubation humaner DNA mit einer Methyltransferase 
hergestellt. Dazu wurde aus peripherem Blut isolierte Spender-DNA 
verwendet. Die SssI-Methylase (SssI Methylase 4000 U/ml, das Set beinhaltet 
32 mM S-Adenosyl-Methionin (SAM) und 10X NEBuffer 2) methyliert die DNA-
Base Cytosin an der C5-Position des Pyrimidinrings in der symmetrischen 
Erkennungssequenz 5’-Cytosin-Guanin-3’, welche auch als CpG-Dinukleotid 
bezeichnet wird. SAM dient der SssI als Methylgruppendonor. 
Zur Herstellung der IVD wurden 50 µg DNA mit 25 µl NEB2-Puffer, 2,5 µl SAM 
und 6 µl SssI versetzt, mit Aqua ad iniectabilia auf ein Endvolumen von 250 µl 
aufgefüllt, mit der Pipette homogenisiert und über Nacht bei 37°C im 
Wasserbad inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 5 µl SAM und 3 µl SssI 
zugegeben, das Gemisch homogenisiert und für 4 Stunden bei 37°C inkubiert. 
Die Aufreinigung erfolgte mit Hilfe der für drei Minuten bei 3400 Umdrehungen 
pro Minute vorzentrifugierten Sephadex G-50 minicolumns (Spin-50 mini-
column). Die IVD-Lösung wurde in Aliquots zu je 42 µl überführt und in den 
Columns ebenfalls bei 3400 Umdrehungen pro Minute drei Minuten lang 
zentrifugiert. Die Zentrifugate wurden zusammengeführt und daraufhin die 
DNA-Konzentration spektrophotometrisch bestimmt. Nach der Quantifizierung 
wurde die IVD bei -20°C gelagert. 
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2.2.1.4 Konzentrationsbestimmung der DNA 
Die Konzentrationsbestimmung der DNA-Lösungen erfolgte photometrisch 
unter Verwendung einer Messküvette und des Densitometers Gene Quant II. 
Das Photometer misst abhängig von bestimmten Wellenlängen die Extinktion, 
ein Maß für die Abschwächung monochromatischer Strahlung in der 
verdünnten Lösung. In Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes 
errechnet sich die Konzentration der absorbierenden Substanz in der 
Flüssigkeit aus der wellenlängenabhängigen Intensitätsabschwächung. Das 
Verhältnis OD260/OD280 der optischen Dichten bei 260 und 280 nm 
Wellenlänge ist ein Maß für die Verunreinigung der DNA-Probe, Werte unter 
1,7 sind hinweisend auf einen zu hohen Proteingehalt.  
Die initiale Eichung des Photometers erfolgte vor jeder Messreihe gegen 70 µl 
Aqua dest. Anschließend wurden 20 µl jeder Probe mit 50 µl Aqua dest. 
verdünnt, so dass der vom Gerät angegebene Messwert mit 3,5 multipliziert 
die Konzentration der unverdünnten Probe ergab. 
 
2.2.2 Methylierungsanalyse 
Die initiale Behandlung der zu untersuchenden DNA-Proben mit Natriumbisulfit 
(NaHSO3) führt bei denaturierter DNA zu einer Desaminierung aller 
unmethylierten Cytosine zu Uracil, während 5-Methylcytosin im Wesentlichen 
unberührt bleibt (Frommer et al., 1992). Bisulfitbehandelte DNA kann sofort für 
die Polymerasekettenreaktion (PCR) verwendet werden. Während der 
Replikation wird jedes Uracil (ehemals unmethyliertes Cytosin) der 
bisulfitkonvertierten Ausgangs-DNA durch Thymin, jedes verbliebene 5-
Methylcytosin durch Cytosin ersetzt (Dahl und Guldberg, 2003). Die so 
entstehenden Unterschiede in der Basensequenz methylierter (M) und 
unmethylierter (U) DNA abhängig vom 5-Methylcytosin-Gehalt sind die 
Grundlage der Analyse mit Hilfe der methylierungsspezifischen PCR (MSP) 
(Herman et al., 1996). 
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Abb. 2.2: Methylierungsanalyse 
Umwandlung der Differenz im Methylierungszustand in unterschiedliche Basensequenzen und 
anschließende Amplifikation mit jeweils spezifischen Primern (U oder M). Banden in der 
Gelelektrophorese signalisieren erfolgte Amplifikation. U: Primer spezifisch für die 
unmethylierte, M: Primer spezifisch für die methylierte Zielsequenz. C*: methyliertes Cytosin, 
C: unmethyliertes Cytosin, G: Guanin, U: Uracil, T: Thymin, A: Adenin.  
 
 35
2.2.2.1 Bisulfitbehandlung 
Sowohl die Qualität als auch die Quantität der für die Bisulfitbehandlung 
verwendeten DNA sind entscheidend für die Effizienz der nachfolgenden 
Amplifikation mittels PCR. Qualitativ sind peripheres Blut und Knochenmark 
als Quelle besser geeignet als beispielsweise in Paraffin eingebettetes 
Gewebe. Die Quantität der Ausgangs-DNA sollte nah an 1 µg liegen. Größere 
Mengen bergen das Risiko lückenhafter Konversion, kleinere Mengen können 
zu geringerer Effizienz der PCR führen (Galm und Herman, 2005). Da für die 
komplette Reaktion mit Bisulfit die Basenpaarung aufgehoben sein muss, ist 
eine erfolgreiche DNA-Denaturierung für die Umwandlung der Cytosine in 
Uracil unerlässlich. Neben unvollständiger Konversion kann auch die 
Empfindlichkeit bisulfitbehandelter DNA für Degradation zu Artefakten führen 
(Dahl und Guldberg, 2003).  
 
Die Gesamtreaktion der Desaminierung von Cytosin durch Natriumbisulfit setzt 
sich aus den sequenziellen Einzelschritten Sulfonierung, hydrolytische 
Desaminierung und alkalische Desulfonierung zusammen (Dahl und Guldberg, 
2003), auf denen das verwendete EZ DNA Methylation Kit™ basiert. Es 
erfolgten DNA-Denaturierung (Dilution buffer), Konversion der Cytosine (CT 
Conversion Reagent) und Aufreinigung (Desulphonation buffer, Wash buffer, 
Elution buffer) nach der Anleitung des Herstellers. Die bisulfitbehandelten 
Proben wurden aliquotiert, um eine Degradation der DNA durch wiederholtes 
Auftauen und Einfrieren zu vermeiden. Die erhaltenen Proben wurden sofort 
auf Eis gestellt und entweder direkt für die PCR verwendet, oder bei -20°C bis 
zur weiteren Verwendung aufbewahrt (vgl. (Galm und Herman, 2005)).  
 
2.2.2.2 Genauswahl 
Um ein umfassendes Methylierungsprofil zu erstellen, wurden im Rahmen 
eines Kandidatengenansatzes 17 tumorassoziierte Gene auf aberrante 
Methylierung untersucht. Die Genauswahl beinhaltet die in Kapitel 1.3 
beschriebenen Gene p15, p16, p73, TIMP2, TIMP3, E-cad, hMLH1, MGMT, 
RARβ2, SOCS1, SOCS3, DAPK1, DAPK2, SFRP1, SFRP2, SFRP4 und 
SFRP5. 
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2.2.2.3 Methylierungsspezifische PCR (MSP) 
Zur Erstellung dieses Methylierungsprofils wurde die 1996 von James G. 
Herman entwickelte Technik der methylierungs-spezifischen PCR (MSP) 
(Herman et al., 1996) angewendet. Die hochsensitive MSP ermöglicht es, das 
Vorliegen von 0,1% methylierter DNA in einer ansonsten unmethylierten Probe 
nachzuweisen. Diese Sensitivität erlaubt eine Gewinnung der zu 
untersuchenden DNA aus verschiedensten Quellen, wie beispielsweise 
Knochenmark und peripherem Blut, aber auch aus anderen 
Körperflüssigkeiten, frisch eingefrorenem oder in Paraffin eingebettetem 
Gewebe (Galm und Herman, 2005). Aufgrund der niedrigen Nachweisgrenze 
der MSP erfolgte keine vorherige Aufreinigung der CLL-Lymphozyten aus den 
leukämischen Proben. 
 
Die MSP ist die gebräuchlichste Methode zur Beurteilung der Methylierung von 
CpG-Inseln in malignen Neoplasien (Galm und Herman, 2005). Sie liefert eine 
qualitative Aussage über den Methylierungszustand untersuchter Genregionen 
und ist damit hervorragend geeignet, um Proben auf das Vorliegen einer 
Methylierung bei bestimmten Zielgenen zu überprüfen (Dahl und Guldberg, 
2003). Gegenüber der Methylierungsanalyse durch beispielsweise 
Sequenzierung oder auf Restriktionsverdau basierende Techniken ist die MSP 
vergleichsweise einfach, schnell und kostengünstig. Nach der initialen 
Behandlung genomischer DNA mit Natriumbisulfit wurde die Amplifikation in 
zwei getrennten PCR-Reaktionen mit unterschiedlichen Primerpaaren 
durchgeführt. Diese Primerpaare sind für entweder die methylierte oder die 
unmethylierte Gensequenz spezifisch und so entworfen, dass sie 
ausschließlich an bisulfitbehandelte DNA binden (Galm und Herman, 2005). 
Durch die Konversion sind gegenüberliegende DNA-Stränge nicht mehr 
komplementär zueinander, der zu vervielfältigende Bereich wird mit Hilfe von 
Primern für jeden der beiden Stränge (sense und antisense) flankiert.  
 
Die PCR ist eine Methode zur in vitro-DNA-Replikation. Wie auch in vivo wird 
entlang eines als Matrize dienenden Einzelstrangs semikonservativ repliziert. 
Die Zielsequenz wird von den flankierenden Oligonukleotidprimern bestimmt, 
den Ausgangsmolekülen für die Synthese des Tochterstrangs durch die DNA-
Polymerase. Um im Thermocycler nicht in jedem Zyklus neues Enzym 
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hinzugeben zu müssen, bedient man sich einer hitzestabilen Taq Polymerase 
(aus dem in heißen Quellen und Geysiren lebenden Bakterium Thermus 
aquaticus). Jeder Amplifikationszyklus besteht aus den drei Phasen 
Denaturierung (Trennung von Matrize und neu synthetisiertem Strang, initial 
Auftrennung des DNA-Doppelstrangs), Hybridisierung der Primer und 
Elongation des Tochterstranges. Da die Komplementierung an beiden 
Einzelsträngen der Ausgangs-DNA erfolgt, steigt die Anzahl der Matrizen 
exponentiell mit jedem Zyklus.  
 
Damit die Ausgangs-DNA in den ausgesuchten Genregionen vervielfältigt 
werden konnte, mussten die für die Polymerase notwendigen 
Reaktionsbedingungen geschaffen werden. Sie benötigt eine ausreichende 
Menge an Enzymsubstrat, welches in Form einer sämtliche Nukleotide für die 
DNA-Synthese enthaltenden dNTP-Mischung (Desoxyribonukleosid-
triphosphatmischung) zugegeben wurde. Als Ausgangspunkt für die 
Elongation dienten die für jede zu untersuchende Genpromotorregion 
spezifischen Primer. Daher wurden Primerpaare (Sense- und Antisense-
Primer) für entweder die methylierte (M) oder die unmethylierte (U) Sequenz 
im Überschuss beigemischt. Eine Übersicht der verwendeten Primerpaare 
bietet Tab. 2.2. Die Primersequenzen sind von allen Genen außer SOCS3 
bereits veröffentlicht (Galm et al., 2005a; Galm et al., 2005b; Galm et al., 2004; 
Galm et al., 2003; Suzuki et al., 2004; Tur et al., 2009). Da die Taq-
Polymerase ihr Aktivitätsmaximum bei einem pH-Wert oberhalb von 8 hat, 
wurde im Reaktionsansatz eine geeignete Pufferlösung verwendet 
(PCR-Puffer vgl. (Herman et al., 1996)).  
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  Tab. 2.2: Sequenzen der Primerpaare und Annealingtemperatur 
Gen Primerpaare für U und M Annealing-temperatur TA 
U Sense  GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT 
U Antisense  CAAATCCCTCCCAAACACCAA DAPK1 M Sense GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC 
M Antisense  CCCTCCCAAACGCCGA 
60°C 
U Sense  GTAGGGTTGAGTTTAGTGTATTTT 
U Antisense  AAAAACTAAACTACCACAATCA DAPK2 M Sense  TAGGGTCGAGTTTAGCGTATTTC 
M Antisense  AAAAACTAAACTACCGCGATCG 
63°C 
U Sense  TGGTTGTAGTTATGTATTTATTTTTAGTGGTGTT 
U Antisense  ACACCAAATACAATCAAATCAAACCAAA E-cad M Sense  TGTAGTTACGTATTTATTTTTAGTGGCGTC 
M Antisense  CGAATACGATCGAATCGAACCG 
60°C 
U Sense  TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT 
U Antisense  AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA MGMT M Sense  TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC 
M Antisense  GCACTCTTCCGAAAACGAAACG 
60°C 
U Sense  TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT 
U Antisense  ACCACCTCATCATAACTACCCACA hMLH1 M Sense  ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC 
M Antisense  CCTCATCGTAACTACCCGCG 
60°C 
U Sense  TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT 
U Antisense  CCATACAATAACCAAACAACCAA p15 M Sense  GCGTTCGTATTTTGCGGTT 
M Antisense  CGTACAATAACCGAACGACCGA 
60°C 
U Sense  TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT 
U Antisense  CAACCCCAAACCACAACCATAA p16 M Sense  TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC 
M Antisense  GACCCCGAACCGCGACCGTAA 
60°C 
U Sense  AGGGGATGTAGTGAAATTGGGGTTT 
U Antisense  ATCACAACCCCAAACATCAACATCCA p73 M Sense  GGACGTAGCGAAATCGGGGTTC 
M Antisense  ACCCCGAACATCGACGTCCG 
60°C 
U Sense  TTGGGATGTTGAGAATGTGAGTGATTT 
U Antisense  CTTACTCAACCAATCCAACCAAAACAA RARβ2 M Sense  TGTCGAGAACGCGAGCGATTC 
M Antisense  CGACCAATCCAACCGAAACGA 
60°C 
U Sense  GTTTTGTAGTTTTTGGAGTTAGTGTTGTGT 
U Antisense  CTCAACCTACAATCAAAAACAACACAAACA SFRP1 M Sense  TGTAGTTTTCGGAGTTAGTGTCGCGC 
M Antisense  CCTACGATCGAAAACGACGCGAACG 
63°C 
U Sense  TTTTGGGTTGGAGTTTTTTGGAGTTGTGT 
U Antisense  AACCCACTCTCTTCACTAAATACAACTCA SFRP2 M Sense  GGGTCGGAGTTTTTCGGAGTTGCGC 
M Antisense  CCGCTCTCTTCGCTAAATACGACTCG 
60°C 
U Sense  GGGGGTGATGTTATTGTTTTTGTATTGAT 
U Antisense  CACCTCCCCTAACATAAACTCAAAACA SFRP4 M Sense  GGGTGATGTTATCGTTTTTGTATCGAC 
M Antisense  CCTCCCCTAACGTAAACTCGAAACG 
62°C 
U Sense  GTAAGATTTGGTGTTGGGTGGGATGTTT 
U Antisense  AAAACTCCAACCCAAACCTCACCATACA SFRP5 M Sense  AAGATTTGGCGTTGGGCGGGACGTTC 
M Antisense  ACTCCAACCCGAACCTCGCCGTACG 
63°C 
U Sense  TTATGAGTATTTGTGTGTATTTTTAGGTTGGTT 
U Antisense  CACTAACAACACAACTCCTACAACAACCA SOCS1 M Sense  TTCGCGTGTATTTTTAGGTCGGTC 
M Antisense  CGACACAACTCCTACAACGACCG 
60°C 
U Sense  GTTGGAGGGTTTTGGGTATTTAATGT 
U Antisense  TAAATAACCATAACACACAAAACCAACA SOCS3 M Sense  TGGAGGGTTTCGGGTATTTAACGC 
M Antisense  ATAACCATAACGCACGAAACCAACG 
58°C 
U Sense  GTAATAAAATTGTGGTTTGGTTTAAGTTT 
U Antisense  TTCTCTCCTCTTTATCTCAAAAACACA TIMP2 M Sense  AATAAAATTGCGGTTCGGTTTAAGTTC 
M Antisense  CTCTCCTCTTTATCTCGAAAACGCG 
58°C 
U Sense  TTTTGTTTTGTTATTTTTTGTTTTTGGTTTT 
U Antisense  CCCCCAAAAACCCCACCTCA TIMP3 M Sense  CGTTTCGTTATTTTTTGTTTTCGGTTTC 
M Antisense  CCGAAAACCCCGCCTCG 
59°C 
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Präparation der „Mastermixe“ der für die PCR notwendigen Reagenzien ohne 
DNA und Taq Polymerase: 
 
 
 
Pro Reaktionsansatz wurde 1 µl (~50 ng) bisulfitbehandelter DNA zu 19 µl 
Mastermix (mit U- oder M-Primerpaar) gegeben. Um eine Kondensation am 
Deckel des PCR-tube zu vermeiden, wurde der Ansatz mit 50 µl Mineralöl 
überschichtet. Nach einem Hot start bei 95°C für 5 Minuten zur Denaturierung 
der DNA wurden die Temperatur bei 80°C gehalten und  5 µl verdünnte Taq 
Polymerase (0,625 µl RedTaq + 4,375 µl Aqua ad iniectabilia) zugegeben. Es 
folgten 35 Amplifikationszyklen von 95°C für 30 Sek unden, der 
primerspezifischen Annealingtemperatur TA (siehe Tab. 2.2) für 30 Sekunden 
und 72°C für 30 Sekunden. Abschließend wurde die Te mperatur von 72°C für 
5 Minuten zur Restsynthese beim Temperaturoptimum der Taq-Polymerase 
gehalten (Galm und Herman, 2005). Bei einer größeren Anzahl als 35 Zyklen 
entstünden unspezifische Bindungen. Auch die Annealingtemperatur besitzt 
Auswirkungen auf die Spezifität der Bindungen: Fehlpaarungen sind 
thermolabiler, damit ist die Primerbindung mit einer Temperatursteigerung 
(begrenzt) spezifischer. 
 
Tab. 2.3: Programmierung des Thermocyclers für die MSP 
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Jeder MSP-Reaktionsansatz muss drei Kontrollen beinhalten: je eine 
Positivkontrolle für die unmethylierte und die methylierte Sequenz und eine 
Negativkontrolle (z.B. Aqua ad iniectabilia). Als Positivkontrollen dienten 
normale DNA gesunder Spender, die nur in der U-Reaktion ein positives 
Signal geben sollen, sowie die mittels einer Methyltransferase hergestellte IVD 
für die M-Reaktion. Alternativ kommen Tumorzellinien als M-Kontrolle in Frage, 
die nachgewiesenermaßen in der untersuchten Genregion über eine 
Methylierung verfügen. Die IVD bietet den Vorteil, dass nahezu jedes CpG-
Dinukleotid methyliert ist, daher ist sie universell für die zu analysierenden 
DNA-Sequenzen einsetzbar. In der U-Kontrolle darf ausschließlich ein Signal 
in der U-Reaktion zu sehen sein, während in der M-Kontrolle neben einem 
deutlichen M-Signal auch ein U-Signal vorkommen kann. Dieses ist auf eine 
möglicherweise unvollständige Methylierung der IVD oder auf ein heterogenes 
Methylierungsmuster der Zelllinie zurückzuführen. Wenn ein PCR-Produkt in 
der Negativkontrolle oder in der M-Reaktion der U-Kontrolle zu sehen ist, 
können die Ergebnisse der MSP nicht ausgewertet werden (Galm und 
Herman, 2005). Eine Kontamination durch nicht in den PCR-Ansatz gehörende 
DNA wird durch Fehlen von Amplifikationsprodukten in der Negativkontrolle 
ausgeschlossen. 
 
2.2.2.4 Gelelektrophorese 
Die Agarosegelelektrophorese ist eine einfache und effektive Methode, DNA-
Fragmente verschiedener Länge aufzutrennen und zu identifizieren. Aufgrund 
der Siebstruktur der Agarosegele, deren Poren kleineren Molekülen weniger 
Widerstand bieten, durchlaufen es große DNA-Fragmente langsamer als 
kleine. Die Laufstrecke hängt neben der Molekülgröße in Relation zur 
Konzentration des Agarosegels auch von der Molekülladung im Verhältnis zur 
Größe des elektrischen Feldes ab, welches durch Anlegen einer Spannung 
entsteht. Als Elektrophoresepuffer wurde ein durch Verdünnung des 50X-TAE-
Puffers mit Aqua dest. erzeugter 0,5 %iger TAE-Puffer verwendet. Zur 
Herstellung der 2,5 %igen Agarosegele wurde Agarose im 0,5 %igen TAE-
Puffer schwenkend grob gelöst und in der Mikrowelle aufgekocht. Die flüssige 
Agarose wurde mit 1,25 µg/ml Ethidiumbromid angefärbt und unter 
Verwendung eines Hitzeschutzhandschuhs durch wiederholtes Schwenken 
homogenisiert. Durch Erstarren der flüssigen Agarose in Gelschlitten mit 
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Kämmen entstanden Gele mit Taschen. Sobald die Agarose fest war, konnten 
die Kämme herausgezogen werden. Die fertigen Gele wurden im Kühlschrank 
aufbewahrt oder direkt in die Elektrophoresekammer gelegt und mit 
Elektrophoresepuffer knapp bedeckt. 10 µl eines jeden PCR-Produkts wurden 
dann in die Taschen pipettiert, in die letzte Tasche wurde eine DNA-Leiter als 
Längenstandard aufgetragen. Während einer 25-minütigen Laufzeit wurde 
eine Spannung von 100 Volt angelegt.  
 
2.2.2.5 Photographie 
Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Agarosegele unter UV-Licht 
mit einer Digitalkamera abfotografiert. Das zur Anfärbung der DNA verwendete 
Ethidiumbromid interkaliert zwischen die DNA-Basen und erfährt dabei eine 
Fluoreszenzsteigerung, so dass unter UV-Licht die fluoreszierenden 
Nukleinsäuren im dunklen Gel deutlich zu erkennen sind.  
 
 
 
Abb. 2.3: Beispielphoto des Gens RARβ2 (Versuch 108) 
Von links nach rechts sind abwechselnd U- und M-Ansätze jeweils für Patientenproben (mit 
Nummern versehen), U-Kontrolle (PB), M-Kontrolle (IVD) und Negativkontrolle (Aqua ad 
iniectabilia, H2O) aufgetragen. Helle Banden bedeuten eine erfolgte Amplifikation mit Hilfe der 
spezifischen Primer. Rechts am Rand ist die DNA-Leiter zu sehen. 
 
 
Eine vollkommen unmethylierte Probe gibt ausschließlich in der U-Reaktion 
ein Signal, entsprechend ist bei einer vollständig methylierten Probe nur in der 
M-Reaktion eine Bande zu sehen. Patientenproben, die ausschließlich in der 
U-Reaktion Signale geben, wurden als unmethyliert, Proben mit Signalen in 
U- und M-Reaktion als methyliert gewertet. Ein Signal ausschließlich in der 
M-Reaktion ist nicht zu erwarten, weil im Gegensatz zu kultivierten Zellinien 
bei Patientenproben ein Vorliegen nichtmaligner Blutzellen nicht 
ausgeschlossen werden kann. Außerdem kann selbst in einer reinen 
Zellpopulation ein heterogenes Methylierungsmuster in Form von partieller 
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Methylierung vorliegen (Galm und Herman, 2005). Unterhalb der DNA-
Fragmente können unspezifische Produkte in Form kleinerer Moleküle zu 
sehen sein, dies sind Primer-Dimere. Sie entstehen durch Aneinanderlagerung 
der im Reaktionsansatz notwendigerweise im Überschuss vorhandenen 
Primer. Sobald die Primer-Dimere einen Ausgangspunkt für die Polymerase 
bilden, werden sie ebenfalls amplifiziert und führen zu charakteristischen 
Banden.  
2.2.3 Statistik 
Aufgrund der geringen Patientenzahl sowie multipler klinischer Parameter und 
Methylierungsdaten hielten wir eine umfassende statistische Analyse für nicht 
angemessen. Die Aussagekraft einer möglichen Korrelation zwischen 
Hypermethylierung und klinischem Krankheitsstadium ist begrenzt durch die 
Heterogenität des Patientenkollektivs, insbesondere weil einige Proben erst 
nach chemotherapeutischer Behandlung gewonnen werden konnten. 
Überlebenskurven wurden aufgrund der geringen Anzahl von lediglich 
5 Patienten, die im Untersuchungszeitraum verstarben, nicht erstellt. 
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3 Zielsetzung 
Große Fortschritte in den letzten Jahren liefern neue Erkenntnisse über die 
CLL, doch ist zum jetzigen Zeitpunkt die Pathogenese noch unzureichend 
geklärt (Caligaris-Cappio und Ghia, 2008). Neben genetischen Aberrationen 
findet zunehmend die Rolle epigenetischer Prozesse am malignen Phänotyp 
der CLL Beachtung (Plass et al., 2007). In diesem Rahmen wurden erst 
kürzlich miRNAs und deren Bedeutung für die CLL bekannt (Calin et al., 
2005). Eine große Anzahl an tumorassoziierten Genen kann bei nahezu allen 
Tumoren epigenetisch stillgelegt sein. Mit DNA-Methylierung verbundene 
Geninaktivierung ist eine Möglichkeit epigenetischer Genregulation und Objekt 
zahlreicher Studien an hämatologischen Neoplasien (Galm et al., 2006). Da 
der Krankheitsverlauf äußerst heterogen ist und für die meisten Patienten mit 
CLL eine Heilung nicht erreichbar ist, kommt der Entdeckung von zusätzlichen 
Prognosefaktoren und Therapiemöglichkeiten eine besondere Bedeutung zu. 
Änderungen im DNA-Methylierungsmuster könnten eine Quelle für mögliche 
Biomarker zum molekularen Nachweis der CLL und zur Beurteilung der 
Prognose wie des Therapieansprechens sein (Galm et al., 2006). 
Beispielsweise ist der Methylierungsstatus eines einzigen CpG-Dinukleotides 
unterhalb des Transkriptions-Startpunktes von ZAP-70 mit hohem ZAP-70-
Level und kurzem Überlebenszeitraum assoziiert (Corcoran et al., 2005). 
Molekulare Aberrationen und veränderte Genexpressionsmuster sind nicht nur 
mögliche Biomarker, sondern auch Kandidaten mit großem Potential für 
zielgerichtete Therapien (Carney und Wierda, 2005). Daher ist die 
Charakterisierung biologisch relevanter Zielgene ergänzend zu klinischen 
Studien zur epigenetischen Therapie besonders von Bedeutung. Im 
Gegensatz zu anderen hämatopoetischen Neoplasien gibt es nur wenige 
Daten zum Methylierungsmuster der CLL. Bisherige Studien zu 
Hypermethylierung als Mechanismus zur Inaktivierung von 
Tumorsuppressorgenen bei der CLL sind limitiert durch eine geringe Anzahl an 
untersuchten Genen und sowie zahlenmäßig begrenzte Patientenkollektive. In 
dieser Studie wurde im Rahmen eines Kandidatengenansatzes der 
Methylierungsstatus von 17 eingehend charakterisierten tumorassoziierten 
Genen mit Hilfe der MSP bei 32 Patienten mit CLL untersucht.  
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4 Ergebnisse 
4.1 Methylierungsstatus nichtmaligner Zellen 
In Proben von freiwilligen gesunden Spendern konnte bei keinem der 
untersuchten Kandidatengene eine Methylierung nachgewiesen werden. Die 
peripheren Blutproben U(486), U(487), U(1162), U(1285), U(1287), U(1288) 
und U(1289) dienten als Kontrollen der für die unmethylierte Sequenz 
spezifischen Primer. Außerdem war U(1286) in allen 17 Genen unmethyliert. 
Im Rahmen dieser Studie wurden zusätzlich 10 nichtmaligne 
Knochenmarkproben (#923, #924, #926, #927, #928, #929, #930, #932, #933, 
#934) bei DAPK2 auf Methylierung untersucht, sie waren ebenfalls alle 
unmethyliert. Bei allen anderen untersuchten Genen ist das Fehlen von 
Hypermethylierungssignalen in normalen PB- und KM-Proben beschrieben 
(Galm et al., 2005a; Galm et al., 2004; Jost et al., 2008; Van Gemmeren et al., 
2005). Die Abwesenheit von Methylierungen in sämtlichen normalen 
Kontrollen zeigt, dass eine Amplifikation methylierter Allele in den 
untersuchten CLL-Proben tumorzellspezifisch ist. 
4.2 Methylierungsstatus der CLL-Patientenproben 
Mit Hilfe der MSP konnte gezeigt werden, dass aberrante Methylierung von 
Genpromotorregionen bei der CLL häufig vorkommt. Diese Hypermethylierung 
trat bei diversen Genen in allen Rai-Stadien (I-IV) des Patientenkollektivs auf, 
ohne Häufung in fortgeschrittenen Krankheitsstadien. Obwohl viele Proben 
mehr als ein hypermethyliertes Gen aufwiesen, bestand kein statistisch 
signifikanter Zusammenhang zwischen Hypermethylierungen bestimmter 
Gene untereinander oder deren gegenseitigem Ausschluss. Repräsentative 
MSP-Ergebnisse einzelner der 17 untersuchten Gene sind in Abb. 4.1 
dargestellt.  
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Abb. 4.1: Repräsentative MSP-Ergebnisse der Patientenproben 
U: mit für die unmethylierte Gensequenz spezifischen Primern amplifizierte Produkte. M: mit 
für die methylierte Gensequenz spezifischen Primern amplifizierte Produkte. Sichtbare PCR-
Produkte in den Feldern U oder M bezeugen das Vorhandensein von jeweils unmethylierten 
oder methylierten Genpromotorregionen. Peripheres Blut (PB) von gesunden Spendern, 
in vitro-methylierte DNA (IVD) und Wasser dienten als Kontrollen. 
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Abb. 4.2: Methylierungshäufigkeiten der aufgeführten Gene im Patientenkollektiv 
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Die Verteilung der Methylierungshäufigkeit unter den Patientenproben (vgl. 
Abb. 4.2) lag bei 68,8 % (22/32) für SFRP1, 65,6 % (21/32) für SFRP2, 50,0 % 
(16/32) für DAPK1, 21,9 % (7/32) für E-cad, 15,6 % (5/32) für SFRP4, 15,6 % 
(5/32) für SOCS3, 9,4 % (3/32) für p15, 6,3 % (2/32) für p16, 3,1 % (1/32) für 
RARβ2, 3,1 % (1/32) für SFRP5, 3,1 % (1/32) für TIMP3 und 0 % (0/32) für 
DAPK2, MGMT, hMLH1, p73, SOCS1 und TIMP2. Eine Übersicht über das 
Methylierungsprofil zeigt Tab. 4.1. Das beobachtete Methylierungsmuster 
weicht von dem anderer hämatopoetischer Neoplasien ab. Anders als die CLL 
zeichnet sich die ALL durch präferentielle Methylierung der Gene E-cad, p15, 
p16, p73, DAPK1 und MGMT aus. Ebenso unterscheidet sich die CLL von 
anderen Non-Hodgkin-Lymphomen, bei denen hauptsächlich DAPK1, p16, 
MGMT und RARβ2 betroffen sind (Boultwood und Wainscoat, 2007; Galm et 
al., 2006; Herman et al., 1997). 
 
Tab. 4.1: Methylierungsprofil von 11 Tumorsuppressorgenen bei 32 CLL-Patienten 
Grau hinterlegte Flächen zeigen hypermethylierte Promotorregionen an, weiße entsprechen 
unmethylierten Regionen. Sechs weitere Gene wiesen keine aberrante Methylierung auf. 
„Lymph.“ ist die Prozentzahl an Lymphozyten je Probe vor Dichtegradientenzentrifugation.  
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4.2.1 Mehrfachmethylierung von Patientenproben 
Bei CLL-Patientenproben konnte das simultane Vorkommen multipler 
epigenetischer Veränderungen beobachtet werden. Mindestens eine 
hypermethylierte Genpromotorregion lag bei 29/32 Proben (90,6 %) vor, 
während bei 24/32 Proben (75,0 %) zwei oder mehr Gene methyliert waren. 
Bis zu 7 der 17 Kandidatengene waren pro Patientenprobe aberrant methyliert 
(vgl. Abb. 4.3). Pro Patientenprobe waren durchschnittlich 2,6 Gene 
hypermethyliert (ohne Berücksichtigung sequenzieller Proben). Alle Gene 
außer DAPK2, MGMT, hMLH1, p73, SOCS1 und TIMP2 zeigten in wenigstens 
einer Patientenprobe ein Methylierungssignal. 
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Abb. 4.3: Verteilung der Anzahl hypermethylierter Gene im Patientenkollektiv 
4.2.2 Methylierungsstatus auf verschiedenen Regulationsebenen  
Die Verteilung der beobachteten Methylierungen innerhalb der verschiedenen 
Signalwege (Tab. 4.2) hebt eindeutig den Wnt-Signalweg hervor. Im 
vorliegenden Patientenkollektiv waren SFRP1 (68,8 %) und SFRP2 (65,6 %) 
am häufigsten hypermethyliert. In geringerem Ausmaß konnte auch eine 
Hypermethylierung der Gene SFRP4 (15,6 %) und SFRP5 (3,1 %) gezeigt 
werden. Auf der Basis der bekannten Apoptosedysregulation bei der CLL 
wurden die den programmierten Zelltod regulierenden Kandidatengene 
DAPK1 und DAPK2 auf eine mögliche Hypermethylierung in ihrer 
Genpromotorregion untersucht. DAPK1 zeigte sich bei 50,0 % der Proben 
hypermethyliert, hingegen ist bei DAPK2 keine Methylierung nachweisbar. 
58,3 % aller Methylierungen traten in der Gruppe der SFRPs auf, während 
Apoptoseregulation (19,0 %), Zellinvasion und -adhäsion (9,5 %), 
Wachstumsfaktor-Antwort (7,1 %) und Zellzykluskontrolle (6,0 %) deutlich 
weniger häufig betroffen waren (Tab. 4.2). Die DNA-Reparaturgene (0,0 %) 
zeigten sich vollkommen unmethyliert.  
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Tab. 4.2: Verteilung der Methylierungen nach Signalwegen 
 
4.2.3 Methylierungsstatus im Verlauf der Erkrankung 
Einerseits traten die Hypermethylierungen zwar nicht gehäuft in 
fortgeschrittenen Krankheitsstadien auf, andererseits zeigte die 
Methylierungsanalyse der bei zwei Patienten gewonnenen Verlaufsproben 
jedoch eine Veränderung des Methylierungsmusters im Progress der 
Erkrankung. Bei beiden Patienten traten im Krankheitsverlauf zusätzliche 
Methylierungen auf (vgl. Tab. 4.3). Bei Patient A (#857, #1039 und #1307) lag 
im Jahr 2000 (21.9.00) im Rai-Stadium III eine einzige Methylierung von 
SFRP1 vor. Zweieinhalb Jahre später (22.4.03) kamen im Stadium IV 
Methylierungen der Gene p16 und SFRP2 hinzu. Der klinische Progress in ein 
diffuses großzelliges B-Zell-Lymphom (sogenannte Richter-Transformation, 
RT) zwei Jahre später (7.3.05) geschah ohne eine weitere Änderung des 
Methylierungsmusters. Bei der Patientin B (#957 und #1336) waren zum 
Zeitpunkt der Diagnosestellung (20.11.01) im Rai-Stadium I SFRP1, SFRP2 
und p15 methyliert. 5 Jahre später (3.5.06), im Rai-Stadium II, war die 
zusätzliche Methylierung von DAPK1 und SFRP4 zu beobachten. Bei beiden 
Patienten zeigte sich eine initiale Methylierung von SFRPs, 
Zellzyklusregulatoren waren erst im weiteren Verlauf betroffen.  
 
Tab. 4.3: Sequenzielle Proben 
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5 Diskussion 
5.1 Methylierungsvorkommen in den verschiedenen 
Signalwegen 
5.1.1 Wnt-Signalweg 
Bei der CLL ist die aberrante Aktivierung des Wnt-Signalwegs beschrieben 
(Liu et al., 2006; Lu et al., 2004), und dessen unkontrollierte Signalübertragung 
könnte am für CLL-Zellen charakteristischen apoptotischen Defekt beteiligt 
sein (Lu et al., 2004). Als Zielgene epigenetischer Stilllegung von negativen 
Regulatoren des Wnt-Signalwegs kommen neben dem Wnt inhibitory factor 1 
(WIF1) die vier Dickkopf (DKK) -Homologe sowie die SFRPs in Frage (Jost et 
al., 2008). Die hohe Methylierungsrate in der SFRP-Familie stimmt überein mit 
den Beobachtungen von Liu et al. (Liu et al., 2006) mit Hilfe des Restriction 
Landmark Genome Scanning. Methylierung von WIF1 ist eher selten zu 
beobachten und scheint nicht maßgeblich für die aberrante Aktivierung des 
Wnt-Signalwegs bei der CLL zu sein (Chim et al., 2006c). Der Wnt-Signalweg 
spielt eine wichtige Rolle in Stammzell-Selbsterneuerung sowie in 
Differenzierung und Proliferation hämatopoetischer Progenitorzellen (Jost et 
al., 2008). Es konnte gezeigt werden, dass aberrante Aktivierung des Wnt-
Signalwegs zur Entwicklung lymphatischer und myeloischer Neoplasien 
beiträgt. Epigenetische Inaktivierung negativer Regulatoren des Wnt-
Signalwegs kommt bei akuter myeloischer und lymphatischer Leukämie vor. 
Hypermethylierung von Wnt-Antagonisten ging bei ALL und Core Binding 
Factor (CBF)-Leukämie mit einer schlechten Prognose einher (Jost et al., 
2008; Roman-Gomez et al., 2007; Suzuki et al., 2007). Reaktivierung der 
durch Hypermethylierung stillgelegten Wnt-Antagonisten durch DAC sowie 
Behandlung mit dem Wnt-Inhibitor Quercetin resultierte bei ALL-Zellen in 
Inaktivierung des Wnt-Signalwegs und Induktion der Apoptose (Roman-
Gomez et al., 2007). Möglicherweise ergeben sich basierend auf der 
aberranten Aktivierung des Wnt-Signalwegs und Hypermethylierung von Wnt-
Antagonisten (Chim et al., 2008) bei der CLL neue therapeutische Optionen. 
Trotz wachsender Kenntnis über den Wnt-Signalweg (Bovolenta et al., 2008) 
bleibt jedoch die Rolle der SFRP-Proteine in normaler und maligner 
Hämatopoese bisher unzureichend geklärt.  
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5.1.2 Zellinvasion und -adhäsion 
In dieser Studie war E-cad in 21,9 % der Fälle von Hypermethylierung 
betroffen. In einer vorangegangenen Studie (Melki et al., 2000) zeigten sich 
bei Analyse mittels Natriumbisulfit-Sequenzierung (sodium bisulfite genomic 
sequencing) 3/5 CLL-Proben hypermethyliert. Es ist denkbar, dass die 
Fähigkeit leukämischer Zellen ihre Mikroumgebung zu verlassen mit einer 
verminderten Expression von E-cad verbunden ist (Melki et al., 2000). In 
dieser Studie ging Methylierung von E-cad immer mit der Methylierung 
mindestens eines der SFRP-Gene einher. Da die Signalwege von SFRPs und 
E-cad ineinander greifen, könnte eine Methylierung auf beiden Ebenen über 
den Wnt-Signalweg synergistisch wirken. Sowohl der Wnt-Signalweg als auch 
die Cadherin-vermittelte Zelladhäsion sind für hämatopoetische Stammzellen 
von Bedeutung. Die Aufrechterhaltung der Stammzellnische im Knochenmark 
scheint zum Teil von Cadherin-vermittelter Zell-Zell-Adhäsion abhängig zu sein 
(Nelson und Nusse, 2004). Die Wnt-Signalübertragung reguliert über 
Slug/Snail oder den TCF/ß-catenin-Komplex auch die Expression von E-
cadherin. Dessen Repression reduziert nicht nur die Zell-Zell-Adhäsion, 
sondern kann über die Akkumulation von ß-Catenin auch die Aktivierung des 
Wnt-Signalwegs fördern und somit dessen Signalübertragung verstärken 
und/oder aufrechterhalten (Nelson und Nusse, 2004). Wnt-Signalübertragung 
und intranukleäre Funktionen von ß-Catenin sind für die Proliferation 
hämatopoetischer Stammzellen und für die Einschränkung ihres 
Differenzierungspotentials erforderlich (Nelson und Nusse, 2004). Es konnte 
gezeigt werden, dass hohe ß-Catenin-Level lymphatische, myeloische und 
erythroide Zelldifferenzierung blockieren, einhergehend mit einer 
beträchtlichen Vermehrung unreifer hämatopoetischer Stammzellen und 
Verlust der Regenerationsaktivität (Jost et al., 2008).  
Bei den vorliegenden CLL-Proben aus PB und KM war TIMP2 nicht 
hypermethyliert, 10 der 32 Proben waren bereits in eine Studie von Galm et al. 
eingeschlossen (Galm et al., 2005a). Dort konnte gezeigt werden, dass 
Hypermethylierung von TIMP2 bei NHL-Proben häufiger bei aggressiven 
Varianten als bei indolenten Subtypen auftrat. In der Studie waren im 
Gegensatz zu PB und KM ausschließlich Proben aus peripheren Lymphknoten 
von TIMP2-Methylierung betroffen. Auch AML-Proben aus PB und KM waren 
dort unmethyliert (Galm et al., 2005a).  
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Die mit Methylierung verbundene Inaktivierung von TIMP3 ist eine häufige 
epigenetische Dysregulation bei soliden Tumoren (Bachman et al., 1999). 
Über die Methylierung von TIMP3 in hämatologischen Neoplasien ist nur 
wenig bekannt. Bei primären Lymphomen des Zentralnervensystems war 
Methylierung in 44% der Proben zu finden (Chu et al., 2006). Beim DLBCL ist 
eine Methylierungsrate von 17,5% beschrieben (Amara et al., 2008). Unter den 
CLL-Proben dieser Studie war nur eine der 32 Proben von Methylierung des 
TIMP3-Promotors betroffen. Insgesamt scheint die epigenetische 
Dysregulation beider TIMP-Gene nicht maßgeblich an der Pathogenese der 
CLL beteiligt zu sein.  
5.1.3 Apoptoseregulation 
Die Frequenz von 50,0 %, mit der DAPK1 methyliert war, ist die höchste, die 
bislang unter Verwendung der MSP beobachtet wurde (Chim et al., 2006b; 
Katzenellenbogen et al., 1999; Rossi et al., 2004). Katzenellenbogen et al. 
fanden Hypermethylierung häufig in B-Zell-, nicht aber in T-Zell-Neoplasien 
oder myeloischen Leukämien vor (Katzenellenbogen et al., 1999). 
Hypermethylierung von DAPK1 ist charakteristisch für transformierte B-Zellen, 
jedoch nicht für normale B-Zellen oder immortalisierte B-Lymphoblasten 
(Katzenellenbogen et al., 1999). Mit Hilfe des MassARRAY konnten Raval et 
al. zeigen, dass epigenetische Geninaktivierung und Keimbahnmutationen von 
DAPK1 bei familiärer CLL vorkommen, und dass DAPK1 beim Großteil 
sporadischer Fälle von CLL epigenetisch stillgelegt ist. Ihre Beobachtungen 
unterstreichen die gängige Ansicht, dass DAPK1 ein Vermittler des 
programmierten Zelltods ist und dass Verlust von DAPK1 den CLL-Zellen 
Resistenz gegenüber der Apoptose verleiht (Raval et al., 2007).  
Trotz der großen Homologie zu DAPK1 ist DAPK2 bei der CLL nicht von 
methylierungsbedingter Stilllegung betroffen. Vielmehr scheint DAPK2 eine 
Rolle in myeloischer Differenzierung und der Reifung neutrophiler 
Granulozyten zu spielen (Rizzi et al., 2007). 
5.1.4 Zellzykluskontrolle 
Chim et al. beobachteten bei chinesischen Patienten mit CLL ähnliche 
Methylierungsraten von p15 und p16 wie sie fürs Multiple Myelom beschrieben 
wurden, welches ebenfalls durch einen reifen B-Zellphänotyp und Störung der 
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Apoptose anstelle der Proliferation charakterisiert ist (Chim et al., 2006a). In 
Übereinstimmung mit den Ergebnissen von Papageorgiou et al. (Papageorgiou 
et al., 2007) war eine Hypermethylierung von p15 in dieser Studie allerdings 
deutlich seltener zu beobachten als von Chim et al. für die CLL beschrieben. 
Auch Martel et al. fanden mit Hilfe von Restriktionsenzymen eine nur geringe 
Methylierungsrate beider Gene vor (Martel et al., 1997). Die im Vergleich zu 
akuten Leukämien niedrige Methylierungsrate von p15 und p16 lässt darauf 
schließen, dass Dysregulation des Zellzyklus bei der CLL eine untergeordnete 
Rolle spielt (Chim et al., 2006a). Bei den untersuchten Proben schlossen sich 
Methylierungen von p15 und p16 gegenseitig aus, in Einklang mit den 
Beobachtungen von Herman et al., dass eine gleichzeitige Methylierung von 
p15 und p16 in menschlichen Tumoren sehr ungewöhnlich ist. Dennoch ist 
eine zeitgleiche Methylierung beider Gene für das Burkitt-Lymphom 
beschrieben, das sich durch einen außergewöhnlich hohen Proliferationsindex 
und überlappende klinische Symptomatik von Leukämie und Lymphom 
auszeichnet (Herman et al., 1997). Die präferentielle Methylierung von p15 
und p16 in höhergradigen Lymphomen könnte als Marker für einen 
aggressiven Verlauf dienen (Baur et al., 1999). Interessanterweise entwickelte 
einer unserer Patienten bei einer Verlaufsprobe im Rai-Stadium IV eine 
Hypermethylierung von p16. Klinisch schloss sich das Richter-Syndrom an, 
eine Transformation der CLL in ein DLBCL. Inaktivierung von p16 ist 
vorwiegend bei transformierten und aggressiven Varianten von Non-Hodgkin-
Lymphomen zu finden (Herman et al., 1997; Pinyol et al., 1998). Prospektive 
Untersuchungen sind notwendig, um einen möglichen Nutzen der 
Methylierung von p16 als Marker für aggressiven Verlauf und Transformation 
der CLL einzuschätzen. 
Vollständiges Fehlen von Hypermethylierung bei p73 wurde auch von Rossi et 
al. (Rossi et al., 2004) und Corn et al. (Corn et al., 1999) in kleineren 
Kollektiven von jeweils 12 und 9 Patienten beschrieben. Bei der CLL wird 
sogar von einer gesteigerten Expression von p73 berichtet (Novak et al., 
2001). Unsere Beobachtungen stimmen überein mit der Hypothese von Corn 
et al., dass andere Mechanismen als die Inaktivierung von p73 an der 
Pathogenese der CLL beteiligt sind, und dass ein funktionierender p53-
Signalweg ein Indikator ist für das Ansprechen auf Therapie mit Purinanaloga 
(Shanafelt et al., 2004). 
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5.1.5 DNA-Reparatur 
Mit Hilfe der MSP konnten wir bei unseren CLL-Proben für hMLH1 keine 
Methylierung nachweisen. Ebenso konnten Fülöp et al. bei Verlaufsproben von 
10 CLL-Patienten ohne Anzeichen späterer Transformation in ein DLBCL 
mittels restriction enzyme assay das Fehlen von Hypermethylierungen bei 
hMLH1 dokumentieren (Fülöp et al., 2003). Allerdings entdeckten sie bei 5/9 
ihrer Verlaufsproben von Patienten mit Transformation in ein DLBCL 
Hypermethylierung von hMLH1, während sich unsere sequenzielle Probe des 
Patienten mit Richter-Transformation unmethyliert zeigte.  
Rossi et al. (Rossi et al., 2004) trafen Hypermethylierung des MGMT-
Promotors nicht nur bei aggressiven, sondern auch bei indolenten NHL-
Subtypen an. Sie fanden 3/30 CLL-Proben aberrant methyliert vor, während 
diese Veränderung bei unseren 32 Proben gar nicht vorkam. Das Fehlen einer 
methylierungsbedingten Suppression der MGMT-Expression steht im Einklang 
mit der Beobachtung von gegenüber normalen B-Lymphozyten siebenfach 
höherer Reparaturaktivität von O6-Methylguanin in CLL-Zellen (Waldstein et 
al., 1982). Fehlende oder nur seltene Hypermethylierung von MGMT 
unterscheidet die CLL von aggressiven Lymphomen. Bei diesen ist MGMT-
Hypermethylierung häufig anzutreffen und geht mit dem diffus großzelligen 
Phänotyp einher (Esteller et al., 1999). Transkriptionelle Stilllegung von MGMT 
durch Promotor-Hypermethylierung ist nicht nur bei Hirntumoren, sondern 
auch beim DLBCL ein günstiger prognostischer Marker für das Ansprechen 
auf eine Alkylanzientherapie (Esteller et al., 2002a). Die zytostatische Therapie 
der CLL umfasst unter anderem Alkylanzien, deren Remissionsraten aber 
hinter denen der Purinanaloga zurückstehen (Rai et al., 2000). Ein 
verbessertes Ansprechen auf Alkylanzientherapie ist bei CLL-Patienten mit 
Hypermethylierung von MGMT analog zu anderen Tumorentitäten theoretisch 
vorstellbar. Allerdings war in diesem Kollektiv keine Methylierung des MGMT-
Genpromotors anzutreffen. 
5.1.6 Wachstumsfaktor-Antwort 
Nach bestem Wissen sind bisher keine Daten über epigenetische 
Dysregulation von RARβ2, SOCS1 und SOCS3 bei der CLL veröffentlicht. Die 
geringe Methylierungsrate dieser Gene steht im Kontrast zur Dysregulation bei 
anderen Tumorerkrankungen. Im Gegensatz zur CLL kommt Methylierung des 
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Promotors von SOCS1 sowie des RARβ2-Promotors bei AML häufig vor 
(Galm et al., 2005b). In einer Studie an Lymphknotenbiopsaten von Patienten 
mit MZL und follikulärem Lymphom war SOCS1 bei keiner Probe methyliert 
(Chim et al., 2004). SOCS1-defiziente Mäuse starben an myeloproliferativen 
und nicht an lymphoproliferativen Erkrankungen (Chim et al., 2004), zu denen 
die CLL zählt. 
Epigenetische Inaktivierung von RARβ2 spielt möglicherweise durch 
Unterdrückung des Retinsäure-Signalwegs eine Rolle in der Pathogenese 
myeloischer Erkrankungen (Fazi et al., 2007; Jones et al., 2004). Retinsäure, 
ein Derivat des Vitamin A, beeinflusst Zellwachstum und -differenzierung und 
wird therapeutisch zur Ausdifferenzierung unreifer leukämischer Zellen bei 
akuter Promyelozyten-Leukämie (APL), einer Unterform der AML, eingesetzt 
(Fazi et al., 2007). Auf dem Hintergrund, dass es sich bei CLL-Zellen um 
weitgehend reife Lymphozyten handelt, wurde die Erwartung, dass der 
Methylierung von RARβ2 bei der CLL nur eine untergeordnete Rolle zukommt, 
durch die beobachtete geringe Methylierungsrate bestätigt.  
Beim hepatozellulären Karzinom verleiht methylierungsbedingte Stilllegung 
von SOCS3 den Tumorzellen einen Wachstums- und Migrationsvorteil (Niwa 
et al., 2005). Zur Methylierung des Genpromotors bei hämatopoetischen 
Neoplasien sind kaum Daten publiziert. Bei Patienten mit idiopathischer 
Myelofibrose wurde Hypermethylierung des SOCS3-Promotors vorgefunden, 
aber nicht bei Patienten mit essentieller Thrombozythämie, Polycythämia vera 
oder Myelofibrose auf der Basis einer anderen myeloproliferativen Erkrankung 
(Fourouclas et al., 2008). Im Rahmen dieser Studie konnte ein 
hypermethylierter SOCS3-Genpromotor bei 15,6 % der Patienten mit CLL 
nachgewiesen werden. Beim Multiplen Myelom ist Methylierung von SOCS3 in 
10,7 % der untersuchten Proben beschrieben (Van Gemmeren et al., 2005). 
Dort sorgt die methylierungsbedingte Stilllegung von SOCS3 möglicherweise 
für eine Störung im Zytokinnetzwerk, welches Immunfunktion, Zellwachstum, 
Differenzierung und die Hämatopoese steuert. Infolge der Störung des 
Jak/STAT-Signalweges könnte es zu einer vermehrten Antwort auf 
Zytokinstimulation und somit zu Überleben und Expansion der Myelomzellen 
kommen (Van Gemmeren et al., 2005). Möglicherweise spielt die Methylierung 
von SOCS3 bei der CLL eine ähnliche Rolle.  
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Tab. 5.1: Genpromotorhypermethylierung in dieser gegenüber anderen publizierten Studien 
unter Verwendung der MSP 
 
Diese Studie Gene Vorangegangene Studien 
16/32  (50,0 %) DAPK1 
1/10  
8/30  
18/50  
(10,0 %) 
(26,6 %)  
(36,0 %)  
(Katzenellenbogen et al., 1999), 
(Rossi et al., 2004), 
(Chim et al., 2006b) 
7/32  (21,9 %) E-cad 3/5  (60,0 %)  (Melki et al., 2000) 
0/32  (0 %) MGMT 3/30  (10,0 %)  (Rossi et al., 2004) 
3/32  (9,4 %) p15 20/56 4/34  
(35,7 %) 
(11,8 %)  
(Chim et al., 2006a),  
(Papageorgiou et al., 2007) 
2/32  (6,3 %) p16 8/56  6/34  
(14,3 %)  
(17,6 %)  
(Chim et al., 2006a), 
(Tsirigotis et al., 2006) 
0/32  (0 %) p73 0/12  0/9  
(0 %)  
(0 %)  
(Rossi et al., 2004), 
(Corn et al., 1999) 
22/32  (68,8 %) SFRP1 20/20 8/44  
(100,0 %)
(18,2 %)  
(Liu et al., 2006),  
(Chim et al., 2008) 
21/32  (65,6 %) SFRP2 11/20 14/44  
(55,0 %) 
(31,8 %)  
(Liu et al., 2006),  
(Chim et al., 2008) 
5/32  (15,6 %) SFRP4 6/20 2/44  
(30,0 %) 
(4,5 %)  
(Liu et al., 2006),  
(Chim et al., 2008) 
1/32  (3,1 %) SFRP5 3/20 3/44  
(15,0 %) 
(6,8 %)  
(Liu et al., 2006),  
(Chim et al., 2008) 
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5.2 Klinische Bedeutung der aberranten Promotormethylierung 
5.2.1 Diagnostisches und prognostisches Potential 
Insbesondere die Hypermethylierung von SFRP1, SFRP2 und DAPK1 kam in 
allen Krankheitsstadien vor könnte daher ein frühes Ereignis in der 
Pathogenese der CLL sein. Tiermodelle deuten darauf hin, dass genetische 
Veränderungen, die in einer frühen Phase lymphoproliferativer Erkrankungen 
auftreten, Störungen der DNA-Methylierung bedingen können (Opavsky et al., 
2007). Basierend auf der Analyse der Verlaufsproben mit schon zum frühesten 
Entnahmezeitpunkt hypermethylierten SFRPs ist für die CLL eine Pförtner-
Rolle des Wnt-Signalwegs im Sinne der Theorie des epigenetic gatekeeper bei 
Kolonkarzinomen denkbar (Jones und Baylin, 2007). Genetische und 
epigenetische Alterationen können als Netzwerke fungieren, die zahlreiche 
Veränderungen in verschiedenen tumorassoziierten Signalübertragungswegen 
hervorrufen (Jones und Baylin, 2007). Daher ist es essentiell, das komplexe 
Netzwerk genetischer und epigenetischer Regulationsmechanismen, die zur 
CLL führen, schon in frühesten Stadien aufzudecken (Opavsky et al., 2007). 
Die hohe Anzahl an bei der CLL epigenetisch inaktivierten Genen lässt darauf 
schließen, dass Veränderungen des DNA-Methylierungsmusters in der 
Pathogenese der CLL erforderlich sind (Plass et al., 2007) und dass sie 
synergistisch mit genetischen Alterationen wirken (Jones und Baylin, 2007). 
Ein weiterer Schritt ist die Analyse des Methylierungsstatus  tumorassoziierter 
Gene bei der als Vorläuferform der CLL diskutierten monoklonalen B-Zell-
Lymphozytose (Dighiero, 2008). Außerdem sind epigenetisch dysregulierte 
Gene als Biomarker auch für die Entdeckung minimaler Resterkrankung 
(MRD) denkbar. Die unterschiedlichen epigenetischen Muster von Tumor und 
normalem Gewebe könnten so für die Diagnose und die Verlaufsprognose von 
Tumoren dienen. Da Methylierungsmuster spezifisch für das 
Ursprungsgewebe des jeweiligen Tumors sind (Esteller, 2008; Jost und Galm, 
2007), stellen diese schon in frühen Stadien auftretenden epigenetischen 
Signaturen eine mögliche Grundlage für den verbesserten Nachweis von 
malignen Zellen dar. Ebenso ist eine Rolle des Methylierungsmusters als 
prädiktiver Marker denkbar, da für manche Gene bereits ein Zusammenhang 
zwischen methylierungsbedingter Inaktivierung und metastatischem Potential 
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sowie Therapieansprechen gezeigt werden konnte (vgl. Kapitel 1.3, sowie 
beispielsweise MGMT in Kapitel 5.1.5). 
5.2.2 Therapeutische Relevanz 
Da epigenetische Veränderungen pharmakologisch reversibel sind, könnten 
bei Patienten mit methylierungsbedingter Stilllegung dieser Gene 
therapeutische Ansätze mit demethylierenden Agenzien zur Reaktivierung von 
SFRP1, SFRP2 und DAPK1 beitragen. Daher könnte die Beigabe von 
demethylierenden Substanzen eine neue vielversprechende Strategie in der 
Behandlung der CLL darstellen. Die Rolle der die DNA demethylierenden 
Substanzen DAC und AZA in der Behandlung hämatopoetischer Neoplasien 
ist bereits etabliert (Claus et al., 2005). Die bereits für diverse Gene gezeigte 
Aktivität demethylierender Agenzien (Cameron et al., 1999; Galm et al., 2006; 
Issa, 2003) deutet darauf hin, dass in vivo noch weitere hypermethylierte Gene 
durch diese Art von Behandlung reaktiviert werden können. Der Einsatz 
demethylierender Substanzen birgt dadurch die Gefahr der möglichen 
unangemessenen Aktivierung von Genen einerseits, während andererseits die 
Unspezifität den Vorteil bietet, mehrere aberrante Methylierungen gleichzeitig 
zu korrigieren (Issa, 2007). In gesunden Zellen, in denen Stilllegung von 
Genen durch Promotormethylierung wie bei der X-Chromosom-Inaktivierung 
bei weiblichen Individuen von Bedeutung ist, verhindern die zahlreichen 
Regulationsebenen der Geninaktivierung eine einfache Reaktivierung durch 
Hemmung der DNA-Methylierung (Jones und Baylin, 2002). Patienten, die mit 
5-Azanukleosiden im Rahmen maligner und nichtmaligner Erkrankungen 
behandelt wurden, zeigten im Allgemeinen keine massive Toxizität aufgrund 
möglicher unangemessener Geninaktivierung (Jones und Baylin, 2002).  
Da die Wirksamkeit der Azanukleoside abhängig ist von ihrer Inkorporation in 
die DNA und aktiver DNA-Synthese (Issa, 2007), könnte eine möglicherweise 
zu geringe Proliferationsrate der CLL-Zellen (Nicoloso et al., 2007) in 
mangelndem Ansprechen auf demethylierende Substanzen resultieren. Dem 
entgegen steht die Beobachtung eines ausgedehnten 
Replikationshintergrundes (Caligaris-Cappio und Ghia, 2008) bzw. einer 
beachtlichen Proliferationsaktivität (Messmer et al., 2005) der CLL-Zellen. 
Klinische Studien zum Einsatz von DAC bei Patienten mit CLL laufen aktuell 
(Issa und Byrd, 2005) und werden die Wirksamkeit demethylierender Agenzien 
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erfassen können. Wegen der gegenüber konventionellen zytotoxischen 
Therapieregimes weniger gravierenden Nebenwirkungen demethylierender 
Substanzen (Issa, 2007) sind diese insbesondere von Interesse für Patienten 
in höherem Alter, wie es für die CLL charakteristisch ist. Im Rahmen dieser 
Studie wurden mehrere möglicherweise biologisch relevante Zielgene erfasst, 
so dass laufende klinische Studien zur epigenetischen Therapie bei der CLL 
auf molekularer Basis ergänzt werden.  
Eine zusätzliche Option im Rahmen epigenetisch ausgerichteter 
Therapiemöglichkeiten sind die in Kapitel 1.2 beschriebenen HDAC-
Inhibitoren. Bei CLL-Zellen konnte bereits eine Apoptoseinduktion durch 
HDAC-Inhibitoren gezeigt werden (Inoue et al., 2007). Basierend auf der 
Beobachtung, dass diese ihre Wirkung hauptsächlich synergistisch mit 
demethylierenden Substanzen ausüben (Cameron et al., 1999; Galm et al., 
2006), ist auch eine Kombinationstherapie von DAC/AZA  mit einem HDAC-
Inhibitor als neue Therapieoption bei der CLL denkbar. Hierzu sind allerdings 
die Ergebnisse laufender Studien zum Einsatz von DAC bei CLL sowie weitere 
klinische Studien zu Therapien mit DAC in Kombination mit HDAC-Inhibitoren 
vonnöten (Issa, 2007; Jones und Baylin, 2002). 
 
 59
6 Ausblick 
Um das komplexe epigenetische Netzwerk im Vergleich mit genetischen 
Störungen und Genexpressionsprofilen aufzuklären, sind genomweite Ansätze 
nötig (Irizarry et al., 2008). Auch wenn diese großangelegten Techniken nicht 
das gesamte Epigenom beurteilen können, sind die Ergebnisse wichtig, um 
neue tumorassoziierte Signalübertragungswege zu erkennen, die für 
bestimmte Erkrankungen wie die CLL relevant sind (Rush et al., 2004).  
Der Ansatz, DNA-Methylierung bei der CLL mit Hilfe der MSP und eingehend 
charakterisierten tumorassoziierten Genen zu untersuchen, hat den Vorteil 
einer guten Vergleichbarkeit der Daten mit oft anhand der selben robusten 
Methode erhaltenen Methylierungsmustern anderer hämatopoetischer 
Neoplasien. Wie diese auch ist die CLL gekennzeichnet durch 
Hypermethylierung verschiedenartiger Gene. Dieser Prozess kann früh im 
Krankheitsverlauf auftauchen, aber ebenso mit einer Progression der 
Erkrankung assoziiert sein. Die zeitliche Abfolge dieser Alterationen ist 
allerdings nur mit größer angelegten prospektiven Studien aufzudecken. Ein 
weiterer Schritt ist die Analyse des Methylierungsstatus  tumorassoziierter 
Gene bei der als Vorläuferform der CLL diskutierten monoklonalen B-Zell-
Lymphozytose (Dighiero, 2008). Prospektive Studien sind auch vonnöten, um 
die Rolle epigenetischer Alterationen als prognostische Biomarker bei der CLL 
zu bestätigen. Weitere Studien könnten auch mögliche Zusammenhänge 
zwischen der Stilllegung bestimmter Gene und Ansprechen auf 
Chemotherapie oder Risiko einer Progression der CLL nachweisen. Aufgrund 
des unterschiedlichen epigenetischen Musters von Tumorzellen und normalem 
Gewebe könnten epigenetisch dysregulierte Gene als Biomarker auch für die 
Entdeckung einer MRD verwendet werden.  
Das Vorhandensein diverser aberrant methylierter Gene, die an wichtigen 
Signalkaskaden beteiligt sind, bietet eine Grundlage für den Einsatz 
epigenetisch ausgerichteter Therapien bei der CLL. Die Ergebnisse laufender 
Studien zum Einsatz von DAC bei CLL sowie weitere klinische Studien zu 
Therapien mit DAC in Kombination mit HDAC-Inhibitoren stehen allerdings 
noch aus (Issa, 2007; Jones und Baylin, 2002). Verlaufskontrollen der CpG-
Insel-Hypermethylierung könnten zudem zur Nachverfolgung der in vivo - 
Effekte demethylierender Agenzien dienen.  
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7 Zusammenfassung 
Die CLL ist die häufigste Leukämie in den westlichen Ländern. Neben 
bekannten chromosomalen Alterationen, die häufig Deletionen und 
numerische Aberrationen umfassen, gibt es immer mehr Hinweise darauf, 
dass epigenetische Prozesse zum malignen Phänotyp der CLL beitragen. 
Bisher ist noch kein alleiniger Pathomechanismus bekannt, der zur Entstehung 
der CLL führt. Vielmehr scheinen gleichzeitige Veränderungen in 
verschiedenen Signalkaskaden zur Dysregulation des Zellzyklus und der 
Apoptoseinduktion zu führen. Aus verschiedenen Signalwegen, die mit der 
Entstehung maligner Erkrankungen in Verbindung stehen, kann durch 
epigenetische Stilllegung in so gut wie allen Tumorarten eine große Anzahl an 
Genen dysreguliert sein.  
Mit Hilfe eines Kandidatengenansatzes wurde im Rahmen dieser Studie bei 32 
Patienten mit CLL der Methylierungsstatus von 17 tumorassoziierten Genen 
auf Basis der methylierungsspezifischen PCR untersucht. Unter den CLL-
Proben konnte aberrante Methylierung nachgewiesen werden bei SFRP1 
(68,8 %), SFRP2 (65,6 %), DAPK1 (50,0 %), E-cadherin (21,9 %), SFRP4 
(15,6 %), SOCS3 (15,6 %), p15 (9,4 %), p16 (6,3 %), RARβ2 (3,1 %), SFRP5 
(3,1 %) und TIMP3 (3,1 %). DAPK2, hMLH1, MGMT, p73, SOCS1 und TIMP2 
zeigten keine Methylierung. Hypermethylierung von mindestens einem Gen 
war bei 90,6 % der Patientenproben zu sehen, und bis zu 7 der 17 Gene 
waren gleichzeitig methyliert. Aberrante Methylierung kam in sämtlichen 
Krankheitsstadien vor. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass aberrante Methylierung von CpG-Inseln ein 
häufiges Phänomen bei der CLL ist. Sie umfasst Signalwege wie den Wnt-
Signalweg, Apoptoseregulation, Zellzykluskontrolle sowie Zellinvasion und 
-adhäsion. Epigenetische Unterdrückung der Genexpression von 
Tumorsuppressorgenen und anderen kritischen Genen gibt Tumorzellen eine 
Alternative zur Geninaktivierung durch Mutationen oder Deletionen. Zusätzlich 
zu genetischen Alterationen können Störungen auf epigenetischen 
Regulationsebenen an der Pathogenese der CLL beteiligt sein und somit eine 
molekulare Grundlage für die Entwicklung von Biomarkern und epigenetisch 
ausgerichteten Therapiestrategien bieten. 
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